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La diabetes... ¿es una cuestión de nutrición? Numerosos estudios a lo largo de los años 
han mostrado que el aumento en el consumo de azúcar, y la mortalidad debida a la 
diabetes, van de la mano con el incremento del bienestar y desarrollo cultural. 
En la Antigüedad, sólo se conocía la miel como edulcorante. De hecho, las primeras 
noticias sobre el azúcar llegaron a Europa en el 327A.C., cuando Alejandro Magno, en el 
transcurso de sus campañas, informaba que “en la India, existe una peculiar clase de 
vegetal rojo que produce cierto tipo de miel, que no necesita de la intervención de las 
abejas” [Lippmann y col., 1890]. 
En el siglo VI, la caña de azúcar ya se importaba desde la India a Persia; pero la primera 
mención sobre la existencia de cristales de azúcar data de 627D.C., cuando el emperador 
griego Heraclius, en la destrucción del palacio del rey de Persia, tiene conocimiento de 
ello. Así, el azúcar cristalizado se consideró como un tesoro real, y fue una rareza 
durante mucho tiempo [Lippmann y col., 1890]. 
Por sus propiedades energéticas y agradable sabor, el azúcar pasó a ser un elemento 
muy preciado; de hecho, Avicena (980-1037), médico árabe que había observado 
personalmente casos de diabetes, y que ya sabía de la existencia de diferentes tipos de 
azúcar —la morena con componentes de melaza, y la purificada de caña—, estableció, 
en un libro de medicina árabe, una lista de 650 remedios, de los cuales, más de cien 
debían ser preparados en un medio azucarado [Lippmann y col., 1890]. 
En el siglo XIX, el sabor dulce se convirtió en favorito en los preparados alimentarios, y 
en todo lugar el azúcar pasó a ser una seña de exquisitez, aumentando su consumo en 
tal medida que, en ciudades como Florencia, Bolonia y otras, se promulgó una ley que 
estrictamente regulaba su utilización como componente en confitería. Milán, por ejemplo, 
que entonces sólo tenía 200.000 habitantes, disponía de 100 tabernas, 400 pastelerías y 
150 grandes establecimientos gastronómicos. 
Lo anterior da una idea de que esas restricciones forzosas, independientemente de que 
pudieran estar basadas en un desequilibrio entre la oferta y la demanda del mercado, 
eran debidas a que se estaba produciendo un incremento excesivo en el consumo de 
este producto, y con seguridad de otros, por parte de la población. 





El filósofo J. Zubiri señaló que “Mientras los animales viven ajustados a su medio, los 
seres humanos tenemos que ajustarnos a él”, y a este acomodamiento lo llamó 
justificación”  [Zubiri, 1995]. A través de la cultura, los seres humanos nos “justificamos” 
con el medio ambiente, transformándolo para garantizar nuestra supervivencia. Los 
rápidos cambios culturales, y la diversidad misma de culturas, son las respuestas 
adaptativas a medios distintos. En los países desarrollados, el hábitat viene determinado 
por una abundancia de alimentos de gran densidad calórica que, consumidos en exceso, 
junto al sedentarismo, aboca a la población hacia el padecimiento de una de las 
enfermedades de nuestra era: la obesidad. En el mundo animal, se producen dos tipos 
de metabolismo diferente: el basal, que es el gasto energético utilizado en el 
mantenimiento de todos los sistemas vitales ─latido del corazón, función pulmonar, 
movilización intestinal─, y el energético o de ejercicio. Ningún animal puede gastar más 
energía de la que el alimento le proporciona, puesto que el balance energético resultante 
le sería desfavorable [Campillo, 2007] 
Pero…, ¿cuáles son las causas de la obesidad? 
Parece lógico que un aporte de energía mayor que su gasto produzca un aumento de 
peso en términos generales. Pero toda vez que la obesidad se ha establecido, ésta se 
mantiene comúnmente a niveles de aporte calórico insuficientes para producir obesidad 
porque, de hecho, la propia obesidad impide el ejercicio. No obstante, los factores que 
predisponen a sufrir obesidad severa no se conocen bien, a pesar de las muchas 
investigaciones al respecto; de hecho, muchos pacientes obesos afirman ganar peso 
con cantidades de alimento que no inducirían obesidad en otras personas que lo 
mantienen normal, independientemente de la cantidad de alimento ingerido. En relación 
a ello, algunas teorías sugieren la existencia de una eficiencia metabólica distinta entre 
sujetos obesos y delgados, en base a que los primeros tendrían una capacidad de 
pérdida calórica diferente [Trayhurn y col., 1979; Thurlby y Trayhurn, 1979]. De forma simple, la 
generación de calor por el cuerpo estaría dentro de cuatro categorías [James y Thrayhurn, 
1976]: la inducida por actividad física, la producida por un metabolismo basal sostenido  
─mantenimiento basal funcional─, la liberada tras la absorción de nutrientes               
─termogénesis de la dieta─ y la desarrollada para el mantenimiento de la temperatura 
corporal ─termogénesis termorreguladora─; de hecho, y a partir de resultados de 
estudios en animales, se propuso que la predisposición a desarrollar obesidad está 
genéticamente influenciada por alteraciones en la capacidad termogénica [Coleman, 1978; 





James y Thrayhurn, 1981]. Esta idea está inspirada en que, en el pasado, cuando la 
disponibilidad de alimento era intermitente, la presión genética estaría orientada hacia un 
metabolismo más eficiente, para que el mayor porcentaje de alimento ingerido pudiera 
ser acumulado, y proteger así al individuo durante periodos de carencia. Pero esta 
propiedad genética sería un defecto en la sociedad actual, en la que el alimento está 
constantemente disponible. Por consiguiente, según la perspectiva evolucionista, las 
personas obesas hubieran sido las supervivientes de las épocas de penuria alimentaria, 
si bien en la sociedad actual seriamos víctimas de aquella selección. Si realmente 
nuestros genes se asemejan más de lo que podríamos pensar a los del Ardipithecus 
ramidus, Australopithecus afarensis y Homo ergaster, y éstos guardan una relación directa 
con el requerimiento de nutrientes, parece lógico deducir que nuestra forma de 
alimentación tendría que asemejarse a la de ellos, pero con los matices pertinentes, ya 
que no tenemos que movernos en busca de comida, y nuestra actividad física es más 
sedentaria de lo que debería de ser. Según esto, se ha propuesto que nuestra 
alimentación ideal debería ser un cincuenta por ciento de la del Ardipithecus ramidus, un 
treinta por ciento de la del Australopithecus afarensis,  un dieciocho por ciento de la del 
Homo ergaster y un dos por ciento de la del Homo sapiens sapiens [Campillo, 2007]. 
Pero al margen de todo lo anterior, la realidad es que hasta ahora no se puede 
establecer la causa específica que aboca a un individuo en concreto a sufrir obesidad, si 
bien parece claro que una dieta rica en carbohidratos y grasas, en combinación con 
escaso ejercicio físico, favorece la aparición de la misma, y que ésta, en un periodo 
variable de tiempo, conduce a resistencia a insulina y diabetes. 
La obesidad mórbida ─enfermedad crónica normalmente irreversible y actualmente 
incurable, salvo a través de cirugía restrictiva (bariátrica)─, suele ir asociada, a menudo, 
con una menor tolerancia a la glucosa, con resistencia a la acción de la insulina en el 
músculo y en la grasa, y con hiperinsulinismo en el ayuno y postprandium [Inoue, 1990]. 
Pero al margen de la responsabilidad de una dieta calórica descompensada (Fig.1), se 
sabe desde hace tiempo de la existencia de familias en las que la obesidad es una 
característica común de todos sus miembros [Bogardus y col., 1986; Bouchardt y Perusse, 1993].  





En la actualidad, el tratamiento de la obesidad se basa en una dieta hipocalórica, 
acompañada de ejercicio; pero cuando se trata de obesidad mórbida, la terapia no es tan 
sencilla, ya que estos pacientes no responden con 
facilidad a ningún tratamiento médico, dietético, o de 
conducta [Van Epps-Fung y col., 1997]; en ellos, como ya 
se ha dicho, lo único eficiente es, por el momento, la 
cirugía restrictiva (bariátrica). 
No obstante lo anterior, hasta la fecha se han 
propuesto otros tratamientos como es el del control 
del que se ha denominado gen de la obesidad, el ob. 
La región promotora del gen ob, localizado en el 
cromosoma 7, regula la respuesta a AMPc y 
glucocorticoides [Gong y col., 1996]. Su transcrito es un 
ARNm que se origina en el tejido adiposo blanco; 
como resultado de su traducción, se produce una 
proteína, la leptina, de 166 aminoácidos, que tiene una alta homología entre especies. 
En el plasma, la leptina se encuentra parcialmente unida a proteínas, siendo mayor su 
proporción en sujetos delgados ─cerca del 45%─ que en obesos ─aproximadamente un 
20%─ [Sinha y col., 1996]. Tanto mediante estudios clínicos, como por otros en animales, se 
ha descrito la existencia de un importante mecanismo fisiológico regulador del peso 
[Leibel y col., 1995], en el que se ha postulado intervendría la leptina [Campfield y col., 1995]. 
La expresión del gen de la leptina está influenciada por factores tales como la cantidad 
de energía almacenada en forma de grasa ─tanto la  proteína almacenada en plasma, 
como ARNm, es mayor en individuos obesos [Considine y col., 1996; Hamilton y col., 1995]─, 
por el tamaño del adipocito ─los más grandes de un mismo individuo contienen más 
leptina [Hamilton y col., 1995]─, y por la sobrealimentación, con la que se observa un 
incremento de la leptina circulante al cabo de varios días, y una disminución con el 
ayuno a las pocas horas de su inicio [Saladin y col., 1995].  
La secreción de leptina está directamente relacionada con la concentración, en sangre, 
de insulina [Saladin y col., 1995], glucocorticoides [Slieker y col., 1996] y citoquinas [Janik y col., 
1997]. Asimismo, la producción de leptina parece ser distinta según el sexo, ya que su 
valor circulante es superior en las mujeres que en los hombres, en iguales condiciones 
Figura 1. Venus de Willendorf 
 
 





de edad, peso y grasa corporal, hecho que se ha relacionado con las diferencias 
hormonales, fundamentalmente la testosterona [Castracane y col., 1998].  
Mutaciones en el gen de la leptina en ratones producen obesidad mórbida [Pelleymounter y 
col., 1995]. En el hombre, estas mutaciones del gen son raras y, de hecho, hasta el 
momento se han detectado en pocos casos: uno, el que afecta al codon 133, en el que 
la eliminación de una guanina altera la fase de lectura, da lugar a un codon de 
terminación prematuro y a una proteína no funcional [Rau y col., 1999]; el otro, producido 
por la sustitución de una treonina por cisteína en el codon 105, da lugar a una mutación 
sin sentido, y genera, al igual que en el caso anterior, una proteína no secretable [Strobel 
y col., 1998]. Estas mutaciones originan no sólo obesidad mórbida, sino también hiperfagia 
e hipogonadismo hipotalámico. 
El control de la leptina sobre el balance energético parece estar centrado, 
principalmente, en el cerebro. Sobre ello, se ha demostrado que su administración 
intracerebroventricular, más que la periférica, disminuye la cantidad de alimento ingerido 
y la masa adiposa [Halaas y col., 1995; Halaas y col., 1998], sin afectar, como ocurre en 
procesos de inanición, la muscular [Halaas y col., 1998], efectos que parecen ser 
producidos por activación de la lipolisis [Shimabukuro y col., 1997]  y estimulación de la 
apoptosis en el adipocito [Quian y col., 1997]. Si bien estas características de la leptina la 
han llevado a ser propuesta como una posible hormona antiobesidad [Figlewicz y Benoit, 
2008], estudios en sujetos obesos, a los que se administró leptina en grandes cantidades, 
no confirmaron su posible beneficio [Considine y col., 1996; Maffei y col., 1995]. Esto último 
podría ser debido a que la obesidad suele cursar ya con altas concentraciones de leptina 
–salvo en los casos de mutaciones en el gen– y resistencia a su acción [Escobar y col., 
2000; Friedman y Halaas, 1998], ello producido por alteraciones en la síntesis y/o secreción, 
en el transporte al cerebro, en el receptor, o en su vía de señalización. 
La resistencia a la insulina, patología frecuentemente asociada a obesidad, es un 
proceso que puede estar producido por alteraciones en su receptor o en su mecanismo 
de señalización celular. Se ha descrito que la cantidad de receptor de insulina presente 
en adipocitos, monocitos y eritrocitos de pacientes obesos y diabéticos es menor que en 
sujetos de peso normal [Beck-Nielsen, 1978; Davidson, 1985; Kahn, 1980; Pedersen, 1984], 
mientras que la unión de insulina a receptores solubilizados del músculo esquelético de 
individuos obesos, es normal [Arner y col., 1987; Caro y col., 1987]. Dado que el músculo está 





considerado como el principal responsable de aclaración de la glucosa [De Fronzo, 1977], 
la resistencia a insulina no puede ser atribuida a alteraciones en el número de sus 
receptores. 
Pero en el hecho probado de que una dieta hipercalórica, en combinación con 
insuficiente trabajo muscular, constituye el factor inductor más importante de la 
patogenia de la obesidad y de la diabetes tipo 2, hay que tomar en consideración que los 
factores ambientales –dieta y ejercicio– parecen actuar a través de dos vías 
fundamentales: una es el proceso de metabolización de la glucosa, regulado por insulina 
y otras hormonas, y la otra, la propia función de la célula β. El consecuente desarrollo de 
resistencia a insulina observada en la obesidad sostenida, y su descompensada 
secreción, precede a la aparición y establecimiento de un estado hiperglucémico durante 
muchos años, si no décadas [Kahn, 2003; Goldstein, 2003]. Varios son los componentes de la 
dieta, cuya presencia se ha prescrito como beneficiosa en situaciones diabéticas tipo 2. 
Por ejemplo, su enriquecimiento moderado con ácidos grasos monoinsaturados              
–aceite de oliva [Cancelas y col., 2006]–, y con goma de guar [Prieto y col., 2007], parece 
mejorar la sensibilidad a la insulina y favorecer un descenso post-prandium de la 
glucemia, sin modificar el peso. También, últimamente se ha demostrado que el inhibidor 
de la α-amilasa pancreática, presente en la alubia blanca –Phaseolus vulgaris–, 
administrada oralmente, reduce la glucemia y la cantidad de alimento y agua ingerida, en 
ratas normales y diabéticas tipo 2, y que, en estas últimas, también normaliza los niveles 
de disacáridos [Tormo y col., 2006]. 
El síndrome de resistencia a la insulina está caracterizado por un deterioro en la 
capacidad de respuesta de la célula a la hormona que, por tanto, provoca una captación 
de glucosa deficiente, manifiestada por altas concentraciones de azúcar en la sangre y 
posterior aparición de diabetes tipo 2. La célula β no puede sostener indefinidamente 
una hiperproducción de insulina con el fin de compensar la resistencia a la hormona, por 
lo que, con el tiempo, ello aboca a una disfunción, primero, y ulterior muerte –diabetes 
tipo 1– de la célula [Beck-Nielsen y Groop, 1994; Turner y Clapham, 1998]. La resistencia a la 
insulina, con un estado de hiperinsulinemia sostenida, está ya presente en personas, 
generalmente obesas, décadas antes de que se manifieste una diabetes tipo 2 [Lillioja y 
col., 1993; Despres y col., 1996; Smith, 2002]. Además, se ha postulado que la resistencia a la  





insulina se inicia en el tejido adiposo, el cual tendría un papel señero en la inducción y 
desarrollo del problema en el hígado y músculo [Smith, 2002]. 
Hoy día, dos son las teorías que, mayoritariamente, tienden a explicar la aparición de 
resistencia a insulina (Fig. 2). Una está basada en su posible origen inmune, que 
adjudica a la aparición o incremento de mediadores inflamatorios la responsabilidad e 
influencia perniciosa sobre el equilibrio entre el proceso de metabolización del azúcar –
regulado por insulina y otras 
hormonas– y el de la propia función 
de la célula β. Con el concepto 
inmunológico, se asume que la 
producción de mediadores 
proinflamatorios es un paso esencial 
en el fenómeno de glucotoxicidad y 
lipotoxicidad, que podría ser 
contrarrestado con otros mediadores 
antinflamatorios como el IL-10, por 
ejemplo. La segunda teoría es 
conceptualmente metabólica, y toma 
en consideración que la función del 
tejido se ve directamente afectada 
por la acción tóxica de un exceso de 
glucosa, ácidos grasos no 
eterificados (AGNE) y triglicéridos, probablemente mediado por un incremento en el 
estrés oxidativo [Jansson y col., 1995; Evans y col., 2003].  
Muchos son los trabajos que en los últimos años han mostrado una estrecha relación 
entre valores altos de insulina, con enfermedad coronaria, obesidad, dislipemia o 
hipertensión arterial, así como con otros trastornos metabólicos y de coagulación [Rolla, 
1994; Davidson, 1995]. Reaven [1994] describió el Síndrome X, caracterizado por hipertensión 
arterial, dislipemia –valores altos de triglicéridos, HDL y LDL con patrón tipo B–, 
hipeuricemia, y aumento del inhibidor del activador tisular de plasminógeno.  
Si tomamos como premisa que el tejido adiposo sea en realidad un órgano endocrino 


























Disfunción de célula β
Diabetes tipo 2 Deterioro vascular 
irreversible
Figura 2. Conceptos metabólico e inmunológico 
del origen de la diabetes tipo 2. 





de ácidos grasos libres (AGL), angiotensina II y adipoquinas, estamos frente a factores 
potencialmente desestabilizantes del metabolismo. Por ejemplo, la concentración 
desproporcionada de AGL en sangre inhibe la captación de glucosa por el músculo [Shipp 
y col., 1961; Belfort y col., 2005], lo que unido a la de angiotensina II, provoca daños en el 
páncreas; y a pesar de que la célula β conserva actividad, ésta no es suficiente para 
contrarrestar la hiperglucemia originada –insulinorresistencia–. A ello hay que añadir el 
hecho de que la angiotensina II es, per se, un vasoconstrictor, que aumenta la presión 
arterial; además, el factor de necrosis tumoral (TNF-α) y otras citoquinas 
(interleuquinas), en exceso, no sólo promueven procesos inflamatorios que reducen, aún 
más, la eficacia de la insulina, sino que, también, generan hipertensión. El exceso de 
glucosa y AGL circulantes son la señal para que el hígado sintetice triglicéridos que, 
finalmente, resultan en un aumento de la relación LDL/HDL [Jandeleit-Dahm y col., 2005; 
Syvanne y Taskine, 1997]. Esto, en su conjunto, se conoce actualmente como síndrome 
metabólico [Opie, 2007], y su diagnóstico clínico se basa en valores aumentados de grasa 
abdominal, glucemia en ayunas, presión arterial, relación HDL/LDL y triglicéridos.  
Pero la respuesta rápida de la célula β a cambios en la concentración extracelular de 
glucosa implica el acceso, necesariamente fluido, del azúcar al interior de la célula, a 
través de su membrana plasmática [Hellman y col., 1971; Matschisky y Elerman, 1968 ], en la que 
la presencia de una isoforma de los transportadores de glucosa, el Glut-2 [Thorens y col., 
1988] –de baja afinidad para la glucosa–, y la fosforilación del azúcar a través de la 
glucoquinasa –isoenzima de la hexoquinasa con una alta Km para la glucosa [Malaisse y 
col., 1976; Sener y col., 1986]–, son esenciales en su función secretora. 
Al margen de la función primordial de la célula β, el proceso de captación de glucosa por 
parte de los distintos tejidos, inducido por insulina, también está mediado por distintos 
glucotransportadores –proteínas de membrana de 45-55 kDa–. Estos pertenecen a una 
familia de proteínas transportadoras que tienen una amplia distribución filogenética. 
Existen varias isoformas de transportadores de glucosa (GLUTs), las cuales difieren 
entre sí en sus características cinéticas y especificidad de tejido, de azúcares, y de otros 
compuestos orgánicos [Marger y Saier, 1993; Brown, 2000], que tienen una amplia distribución 
filogenética.  
En el músculo, y también en el tejido adiposo, se expresa específicamente el Glut-4 
[Fukumoto y col., 1989], donde representa el 90% del total de glucotransportadores 





presentes [Kandror y Pilch, 1996; Kahn, 1996]; ambos tejidos son denominados sensibles a 
insulina, porque la hormona induce en ellos un aumento del transporte del azúcar, el 
cual, sin embargo, y en estado basal, corre a cargo del Glut-1. El aumento en la 
captación de la hexosa se produce tras la translocación de vesículas membranosas con 
alto contenido en Glut-4, desde el interior celular a la membrana plasmática [Zorzano y col., 
1989], deteniéndose el proceso cuando el transportador se interna de nuevo [Cushman y 
Wardzala, 1980]. La insulina [Guma y col., 1991], la contracción muscular por ejercicio [Lund y 
col., 1995] o estimulación eléctrica [Roy y col., 1997], la glucosa [Goodyear y col., 1996], y 
agentes hipoglucemiantes como las sulfonilureas [Pulido y col., 1996], inducen la 
translocación del glucotransportador. En este efecto de la insulina, inductor de captación 
de glucosa por células sensibles a la hormona, parece ser clave un incremento en la 
actividad PI3K [Shepherd y col., 1998]; pero aunque suficiente para su inicio, no se consigue 
con ello una activación completa del transporte [Frevert y Kahn, 1997], por lo que algunos 
autores creen en la necesaria participación de una segunda ruta de señalización [Isakoff y 
col., 1995]. Así, aunque el mecanismo de translocación del Glut-4 es aún desconocido, sí 
se ha demostrado que la PI3K puede estimular otros enzimas como la PKB o la PKC 
[Litherland y col., 2001]; además, moléculas como la fosfolipasa C, la isoforma 1 de la 
fosfolipasa D o la Rab4 [Imamura y col., 2003], parecen también estar involucradas en el 
proceso. 
En la diabetes tipo 2, el efecto incretina, que corre fundamentalmente a cargo de dos 
hormonas gastrointestinales con propiedades insulinotrópicas, el GLP-1 (glucagón like 
peptide-1) y el GIP (glucose-dependent insulinotropic peptide o gastric inhibitory 
polypeptide), está reducido, o ausente [Creutzfeldt, 1979; Nauck y col., 1986]. Si bien la 
secreción del GLP-1 es ligeramente menor [Toft-Nielsen y col., 2001; Vilsboll y col., 2001], es 
sobre todo más baja la actividad insulinotrópica del GIP [Krarup y col., 1987; Nauck y col., 
1993a; Meier y col., 2002]; de hecho, mientras que el efecto insulinotrópico del GLP-1 está 
bien conservado en estos pacientes [Nauck y col., 1993b; Kjems y col., 2003], el GIP es 
prácticamente inactivo [Nauck y col., 1993b; Meier y col., 2002; Vilsboll y col., 2001]. En sujetos 
normales, el GLP-1 es, probablemente, la incretina más importante [Nauck y col., 1993a]; 
como en el diabético tipo 2 el efecto incretina global está disminuido ─debido 
probablemente a la incapacidad del páncreas endocrino para responder al GIP─, ello ha 
servido como una de las bases para la propuesta de utilización terapéutica del GLP-1. 





El GLP-1 no sólo estimula la secreción de insulina dependientemente de glucosa 
[Kreymann y col., 1987; Nauck y col., 1993ª; Göke y col. 1993b], sino que también suprime la de 
glucagón [Orskov y col., 1988; Nauck y col., 1993a], desacelera el vaciamiento gástrico 
[Wettergren y col., 1993; Willms y col., 1996; Nauck y col., 1997], y reduce el apetito induciendo 
saciedad [Flint y col., 1998; Gutzwiller y col., 1999; Zander y col., 2002], efecto que a la larga 
propicia una pérdida de peso [Zander y col., 2002]; además, también tiene influencia sobre 
la sensibilidad a la insulina [Gutniak y col., 1992; Zander y col., 2002]. Por otro lado, a través de 
estudios in vitro e in vivo, se ha sugerido que el GLP-1 induce la diferenciación de 
precursores de células β endocrinas, que estimula la multiplicación de las mismas y 
también la formación de nuevos islotes pancreáticos tras pancreatectomía parcial [Wang y 
col., 1995; Stoffers y col., 2000; Hui y col., 2001; Abraham y col., 2002], al margen de inhibir la 
apoptosis de la célula β en respuesta a distintos tóxicos [Hui y col., 2003]. Esto último 
puede resultar en un incremento neto de la masa de células β tras una administración 
sostenida de GLP-1 [Brubaker y Drucker, 2004]. La práctica totalidad de estas acciones 
descritas en modelos experimentales o en sujetos sanos ha podido ser demostrada en 
pacientes diabéticos tipo 2, excepto la relacionada con el aumento de la masa de células 
β, debido a la falta de disponibilidad de un método que permita medir el total de las 
mismas in vivo. Por otro lado, se ha documentado que el GLP-1 incrementa la utilización 
de glucosa por el hígado, y que su efecto es aditivo al de la insulina, 
independientemente de la vía de administración [Dardevet y col., 2004]. 
Pero el hecho probado de que el GLP-1 no sólo es una incretina [Creutzfeldt, 1979] –su 
liberación aumenta tras la absorción de nutrientes, y luego estimula la secreción de 
insulina–, sino también que su efecto antidiabético es independiente de insulina, hizo 
pensar que este péptido, derivado de la molécula de proglucagón en su procesamiento 
post-traduccional en las células L del intestino [Mojsov y col., 1986], debía necesariamente 
tener efectos directos en tejidos extrapancreáticos participantes en la homeostasis de la 
glucosa. 
A lo largo de los años se ha sabido que el GLP-1 tiene receptores específicos en el 
tejido adiposo de la rata [Valverde y col., 1993] y del hombre –normal [Mérida y col., 1993] y 
diabético [Villanueva-Peñacarrillo y col., 1994b]–, y en el hígado [Wheeler y col., 1993; Campos y 
col., 1994; Egan y col., 1994; Villanueva-Peñacarrillo y col., 1995] y músculo esquelético [Wheeler y 
col., 1993; Egan y col., 1994; Delgado y col., 1995] de la rata. El receptor en estos tejidos parece 
estructural y/o funcionalmente distinto al descrito en el páncreas –463 aminoácidos, y 





perteneciente a la familia de receptores de siete dominios transmembrana acoplados a 
proteína G [Thorens, 1992]–, asociado al sistema adenilato ciclasa-AMPc [Drucker y col., 1987; 
Göke y Conlon, 1988]. De hecho, tanto en el hígado como en el músculo, el GLP-1, a 
diferencia de su acción en el páncreas, no propicia la formación de AMPc [Valverde y col., 
1994; Villanueva-Peñacarrillo y col., 1994a; Morales y col., 1997; Yang y col., 1998]. Pero no sólo en 
estos tejidos hay receptores para GLP-1, sino también en las glándulas oxínticas del 
estómago [Uttenthal y Blázquez, 1990], en el pulmón [Lankat-Buttgereit y col., 1994], y también en 
el cerebro [Uttenthal y col., 1992; Calvo y col., 1995; Álvarez y col., 1996; Navarro y col., 1996], en el 
que se ha sugerido, además, un efecto estimulador de la leptina sobre la expresión del 
receptor, que podría favorecer la acción anoréxica del péptido [Sanz y col., 2008]. 
En el hígado y músculo, cuyo receptor para GLP-1 es una glicoproteína de 
aproximadamente 63 KDa [Delgado y col., 1995; Villanueva-Peñacarrillo y col., 1995], al menos 
uno de sus segundos mensajeros podría ser un IPG (inositolfosfoglicano). De hecho, se 
ha documentado que el GLP-1 induce la hidrólisis inmediata de GPIs 
(glicosilfosfatidilinositoles) ─al igual que la insulina─ en una línea celular de miocitos en 
cultivo, la BC3H-1 [Galera y col., 1996], en otra de hepatoma humano, la HepG2 [Trapote y 
col., 1996] y en el adipocito y hepatocito aislado de rata [Márquez y col., 1998]. 
Tanto en el hígado como en el músculo esquelético, el GLP-1 estimula el metabolismo 
de la glucosa, acción manifestada en un incremento en la incorporación de D-glucosa a 
glucógeno en hepatocitos aislados y en el músculo esquelético de la rata normal [Valverde 
y col., 1994; Villanueva-Peñacarrillo y col., 1994a] y también diabética [Morales y col., 1997], y en el 
músculo y miocitos humanos en cultivo primario [Luque y col., 2002]; además, su efecto 
glucogénico está asociado a un aumento de la actividad glucógeno sintasa a, y a una 
estimulación de la oxidación y utilización de glucosa [Villanueva-Peñacarrillo y col., 1994a]. En 
miocitos humanos, además, estimula el transporte de glucosa, y ésta y otras acciones se 
mantienen en células musculares de sujetos diabéticos [González y col., 2005b]. Los efectos 
del GLP-1 en el músculo son dependientes de diversas quinasas ─PI3K/PKB, p70s6k, 
MAPKs y PKC─, también participantes en la acción de la insulina [Acitores y col., 2005; 
González y col., 2005a]. Por otro lado, el GLP-1 modula la expresión del respectivo 
glucotransportador mayoritario en el hígado y músculo, a nivel de la traducción y/o 
postraducción, tanto en la rata normal como diabética tipo 1 y tipo 2, aunque se ha 
sugerido que la participación de la insulina sea, posiblemente, necesaria, para que el 





GLP-1 induzca una estimulación del proceso transcripcional [Villanueva-Peñacarrillo y col., 
2001]. 
En el músculo de rata diabética tipo 2, que tiene un transporte y oxidación de glucosa 
más bajo, y una más alta actividad glucógeno sintasa a y liberación de piruvato, no se 
detecta in vitro modificación de estos valores con GLP-1 [Arnés y col., 2008a]; además, el 
GLP-1 no altera la actividad de ninguna de las quinasas, que se sabe incrementa en el 
músculo de la rata normal. En relación a esto, se sugirió que esa falta de efecto del GLP-
1 in vitro no excluía, por otro lado, el que pudiera tenerlo en tratamiento prolongado, 
como se ha demostrado después [Arnés y col., 2008b]. 
En el tejido adiposo, el GLP-1 influye tanto en el metabolismo de la glucosa como en el 
de los lípidos. En el adipocito de la rata [Valverde y col., 1993] y del hombre  
–normal [Mérida y col., 1993] y diabético [Villanueva-Peñacarrillo y col., 1994b]– se ha descrito la 
presencia de una unión específica para el GLP-1. En un estudio de identificación de las 
características de esta unión, indicativa de la existencia de un receptor, se detectó que el 
GLP-1 no sólo estimula la producción de IPGs [Márquez y col., 1998], como en el caso de 
células musculares [Galera y col., 1996] y hepáticas [Trapote y col., 1996], sino también la 
producción de AMPc [Ruiz-Grande y col., 1992]. El aumento de estos dos propuestos 
segundos mensajeros sugiere la existencia de dos receptores para el GLP-1, lo que 
viene reforzado por el hecho de que esta hormona no sólo estimula la síntesis de 
glucógeno y el transporte, oxidación y utilización de glucosa en el tejido adiposo [Perea y 
col., 1997; Sancho y col., 2005; Sancho y col., 2006], además de modular los niveles del 
glucotransportador en adipocitos 3T3-L1 [Wang y col., 1997] y en la rata normal y diabética 
[Villanueva-Peñacarrillo y col., 2001], sino que tiene también una doble acción sobre el 
metabolismo lipídico: como la insulina, es lipogénico, y el efecto de ambos –que es, por 
otro lado, aditivo– no se manifiesta en presencia de glucagón; pero, como el glucagón, 
también es lipolítico, y tanto el efecto del uno como el del otro se anula en presencia de 
insulina [Ruiz-Grande y col., 1992; Perea y col., 1997]. Como en el caso del hígado y músculo, 
estos efectos del GLP-1 también son visibles en el adipocito del hombre [Sancho y col., 
2007], y parecen estar mediados por un incremento en la actividad de distintas quinasas 
[Sancho y col., 2005, Sancho y col., 2007]. El efecto del GLP-1, al menos el relacionado con el 
transporte de la glucosa y metabolismo lipídico, se mantienen en estado diabético tipo 2, 
incluso con mayor e igual potencia, respectivamente, que el de la insulina y el glucagón 
[Sancho y col., 2005]. Además, es posible que el GLP-1 contribuya a la normalización de las 





condiciones metabólicas del obeso mórbido tras cirugía restrictiva [Valverde y col., 2005], y 
que también pueda contrarrestar la acción defectuosa de la insulina sobre el transporte 
de glucosa del adipocito en la diabetes, al margen de amortiguar la hiperactividad de la 
insulina sobre la lipogénesis en el obeso, también mediante su potenciado efecto sobre 
la lipólisis [Sancho y col., 2007]. 
Todo lo anterior refuerza la propuesta de utilización del GLP-1 como agente terapéutico 
en la diabetes tipo 2 [Gutniak y col., 1992], y también lo hace el hecho de que el efecto 
antidiabético del GLP-1 sea evidente tras su inyección subcutánea en estos pacientes 
[Gutniak y col., 1994] –en los que también el GLP-1, sea o no amidado, tiene efecto 
insulinotrópico [Elahi y col., 1994]–. 
No obstante, las sucesivas investigaciones están sacando a la luz otros efectos del GLP-
1, que no están directamente relacionados con el metabolismo de la glucosa o el de los 
lípidos. De hecho, se ha propuesto al GLP-1, y a análogos con capacidad de unión a su 
receptor cerebral [Göke y col., 1995], y de acción más prolongada, como posibles agentes 
terapéuticos en la enfermedad de Alzheimer y en otros procesos neurodegenerativos del 
sistema nervioso central y periférico [Larsen y Holst, 2005]. Esta última propiedad de péptido 
está basada en su demostrada acción neurotrófica en células neuronales en cultivo –a 
las que protege contra la apoptosis inducida por glutamato, y contra el daño oxidativo 
[Perry y col., 2002]–, y en su capacidad para modificar el proceso del precursor de la 
proteína β amiloide, y en la de reducir, en neuronas del hipocampo, in vitro, y en función 
de la dosis, los niveles de la propia proteína [Perry y col., 2003]. En relación a esto, se ha 
documentado, en ratones, que el GLP-1 es un potente neuroprotector, y su receptor 
cerebral ha sido relacionado con el aprendizaje, puesto que aquellos animales con 
sobreexpresión del mismo en el hipocampo muestran una mayor capacidad de 
memorización [During y col., 2003].  
Últimamente, se ha propuesto que las incretinas, es decir, el GLP-1 y el GIP, podrían 
intervenir, directa o indirectamente, en el proceso de remodelado óseo que se produce 
tras la absorción de nutrientes [Clowes y col., 2005]. En relación a ello, se ha sugerido, por 
resultados de un trabajo en ratones carentes del receptor pancreático del GLP-1, que el 
mecanismo de señalización de este receptor tendría un papel esencial en el proceso de 
resorción del hueso [Yamada y col., 2008]; además, nuestro laboratorio ha observado, en un 
modelo de diabetes tipo 2 inducida con estreptozotocina, y también en otro de 












resistencia a insulina obtenido por sobrealimentación con fructosa, que el tratamiento 
sostenido con GLP-1 parece tanto estimular la formación del hueso como incrementar su 
resistencia, parámetros inicialmente deteriorados en ambos estados [Nuche-Berenguer y 
col., 2008a]. 
Pero una vez en el torrente sanguíneo, el GLP-1 es degradado por la dipeptidil peptidasa 
IV (DPP-IV), lo que hace que su vida media sea inferior a 2 minutos [Kieffer y col., 1995; 
Deacon y col., 1995; Holst y Deacon, 1998]; luego, si bien se han puesto grandes expectativas 
en él como agente terapéutico en la diabetes tipo 2, ese inconveniente obliga a que su 
administración sea casi continua o muy frecuente. Aunque la eliminación de este 
obstáculo está siendo estudiada de forma constante en distintos laboratorios –una 
propuesta fue su administración como tableta inserta en la mucosa bucal [Gutniak y col., 
1997]–, también se están investigando las propiedades de otros posibles agentes 
antidiabéticos como es el caso de la exendina 1-39amida, o exendina-4 (Ex-4), que 
posee muchos de los beneficios fisiológicos y farmacológicos del GLP-1, sin mostrar, en 
principio, esa desventaja antes mencionada. 
La Ex-4 es la forma natural de la Exenatide® –exendina-4 sintética–, utilizada hoy día en 
la terapia de la diabetes, sola o en combinación con otros hipoglucemiantes orales [Iltz y 
col., 2006]. Fue originariamente aislada de la saliva del lagarto Heloderma Suspectum, 
comúnmente llamado Monstruo de Gila  [Eng y col., 1992]; su liberación se produce tras 
morder a su presa –ingestión de alimentos–, y representa el primer ejemplo de una 
hormona endocrina 
secretada por una 
glándula salival [Young, 
2002]. Se desconoce si la 
Ex-4 tiene un papel en la 
homeostasis calórica de 
este lagarto, pero sí parece que participa en la regulación de su motilidad intestinal 
[Christel y col., 2007]. Su secuencia de aminoácidos tiene un 53% de homología con la del 
GLP-1 (fig. 3), pero procede de la transcripción de un gen distinto y no de un homólogo 
del gen del proglucagón del mamífero [Chen y Drucker, 1997]. Inyectado en el hombre, este 
péptido es resistente a degradación por DPP-IV, y, quizás por ello, tiene una vida media 
mayor que la del GLP-1. Pero aunque la Ex-4 no es un análogo del GLP-1, es decir, la 
estructura de su molécula sintética no ha sido obtenida por modificación de la secuencia 
Figura 3. Homología entre GLP-1 y Ex-4 





del GLP-1, ambos péptidos, la Ex-4 y el GLP-1, comparten muchos de sus efectos 
glucorreguladores, los cuales pueden estar mediados, entre otros, no sólo por el 
receptor pancreático del GLP-1 [Göke y col., 1993a], sino también en los descritos en tejidos 
extrapancreáticos [Arnés y col. 2008a]. Las acciones glucorreguladoras de la Ex-4 incluyen 
la insulinótropica dependiente de glucosa [Young y col., 1999; Parkes y col., 2001; Egan y col., 
2002; Kolterman y col., 2003], que incluso propicia la reaparición de la primera fase de 
secreción en diabéticos tipo 2 ─inicialmente disminuida en estos pacientes [Fehse y col., 
2005]─, la supresión de la de glucagón [Kolterman y col., 2003], la deceleración del 
vaciamiento gástrico [Young y col., 1999; Kolterman y col., 2003], que puede estar 
paradójicamente acelerada en sujetos diabéticos [Rayner y col., 2001], y su efecto reductor 
sobre la cantidad de alimentos a ingerir [Bhavsar y col., 1998; Szayna y col., 2000]. Además, la 
Ex-4 promueve la proliferación de la célula β y neogénesis del islote pancreático desde 
células precursoras (fig. 4), tanto in vitro como in vivo [Xu y col., 1999; Tourrel y col., 2001; 
Tourrel y col., 2002]. Estas acciones glucorreguladoras de la Ex-4, combinadas con sus 
ventajas farmacocinéticas, le confieren como resultado un mayor potencial in vivo 


























































 Figura 4. Acciones pancreáticas y extrapancreáticas de la exendina-4 





Si bien esas propiedades farmacocinéticas ventajosas han impulsado la pronta 
comercialización y utilización de la Ex-4 en la terapia de estados de homeostasis de 
glucosa alterados, hasta la fecha no son muchos los trabajos de investigación dirigidos 
hacia el conocimiento específico de sus acciones, y características, en los distintos 
tejidos mayoritariamente participantes en la metabolización del azúcar y lípidos. No 
obstante, hoy día se sabe que (fig. 4), en el tejido adiposo, la Ex-4 y su forma truncada, 
la Ex-9 (exendina 9-39amida), mimetizan al GLP-1 y a la insulina en su acción 
estimuladora sobre el transporte de glucosa y sobre la lipogénesis en el adipocito de la 
rata normal [Sancho y col., 2005]. Sin embargo, sólo la Ex-4 es, como el GLP-1, lipolítica, y 
estos efectos de las exendinas están mediados por distintas quinasas [Sancho y col., 2005]; 
además, la acción estimuladora de la Ex-4 sobre el transporte de glucosa en el 
adipocito, se mantiene en un modelo de diabetes tipo 2 inducida en la rata por 
tratamiento con estreptozotocina al nacer [Sancho y col., 2005]. En el tejido adiposo del 
hombre, la Ex-4, como el GLP-1, pero no la Ex-9, estimula la captación de glucosa con 
la misma eficiencia que la insulina, y en el obeso mórbido [Sancho y col., 2007], como el 
GLP-1, no modifica el transporte de glucosa basal, y su efecto sobre la lipolisis también 
es menor que en situación normal; sin embargo, la acción sobre la lipogénesis tanto de 
la Ex-4 como de la Ex-9, y la de la insulina, está realmente aumentada, incluso por 
encima, sobre todo en el caso de la insulina, respecto al sujeto normal. Además, la Ex-4, 
pero no su forma truncada, mimetiza al GLP-1 en sus efectos sobre el metabolismo de la 
glucosa en el hígado y músculo esquelético de la rata, a través de un incremento en la 
actividad glucógeno sintasa a, síntesis de glucógeno y oxidación y utilización de la 
glucosa [Alcántara y col., 1997]. Por otro lado, y sin embargo, en el músculo del hombre, 
ambas, la Ex-4 y la Ex-9 estimulan el metabolismo del azúcar [Luque y col., 2002], y 
también como el GLP-1, la actividad de diversas quinasas, participantes, algunas de 
ellas, en esta acción [González y col., 2005a].  
Resultados muy recientes muestran que la Ex-4, como el GLP-1, podría mejorar las 
alteraciones en el remodelado óseo en situación de diabetes y de resistencia a insulina, 
a través de su posible acción osteogénica [Nuche-Berenguer y col., 2008]. 
La Ex-9 deriva de la Ex-4 por pérdida de ocho de sus aminoácidos del extremo amino 
terminal (Fig. 3), y es antagonista tanto del receptor del GLP-1 en varios sistemas 
celulares [Göke y col., 1993a] como de alguna de sus acciones in vivo [Kolligs y col., 1995; 
Cancelas y col., 2001a]. La Ex-9 ha sido utilizada, junto con la Ex-4, en la caracterización 





tanto del receptor como de los efectos del GLP-1 en diversos tejidos diana. La Ex-9 se 
une al receptor pancreático del GLP-1 [Göke y col., 1993a], y también al presente en el 
músculo de la rata, si bien por éste tiene muy baja afinidad [Arnés y col., 2008a]. Además, 
no sólo bloquea la secreción de insulina estimulada por GLP-1 [Kolligs y col., 1995] –con lo 
que, en consecuencia, aumentan los niveles de glucosa en plasma–, sino que también 
incrementa la glucemia post-prandium en respuesta a glucosa intragástrica o 
intraduodenal [Edwards y col., 1999; Kolligs y col. 1995], e inhibe, en la célula β pancreática, la 
formación de AMPc inducida por GLP-1 [Perfetti y Merkel, 2000]. 
Además, se ha demostrado que el tratamiento con Ex-4 no modifica el transporte de 
glucosa en el músculo esquelético de la rata normal, si bien lo normaliza en la diabética; 
pero mientras que, y a diferencia de lo previamente descrito sobre el GLP-1 [Villanueva y 
col., 2001], este péptido sólo parece modificar la proteína Glut-4, inicialmente alterada 
[Arnés y col.,y 2008b], sí estimula la expresión del Glut-2 en el hígado tanto de la rata 
normal como diabética, y parece normalizar la cantidad reducida del contenido de 
glucógeno hepático en la diabética [Arnés y col., 2008b]. 
Pero aunque, en general, la Ex-4 y la Ex-9 son agonista y antagonista, respectivamente, 
no sólo del receptor pancreático para GLP-1, sino también de su efecto estimulador 
sobre el metabolismo de la glucosa en hepatocitos y músculo esquelético de rata 
[Alcántara y col., 1997], y también de la acción insulinotrópica del péptido [Cancelas y col., 
2001a, Cancelas y col., 2001b], se ha demostrado que en la línea de mioblastos L6 [Yang y col., 
1998], en otra de adipocitos, la 3T3-L1 [Montrose-Rafizadeh y col., 1997], y en el músculo 
esquelético y miocitos humanos [Luque y col., 2002], ambas, Ex-9 y Ex-4, mimetizan la 
acción del GLP-1 sobre algunos parámetros relacionados con el metabolismo de la 
glucosa. 
En definitiva, las propiedades terapéuticas de la Ex-4, a aplicar en casos que cursan con 
secreción alterada de insulina, o acción defectuosa de ésta, hacen acreedor a este 









La exendina (1-39)amida (Ex-4) es un péptido de origen natural, no mamífero, que tiene 
una alta homología en su secuencia de aminoácidos con la del GLP-1. La Ex-4 es 
agonista de los receptores del GLP-1 en muchos sistemas celulares y tejidos –pancreático 
y no pancreáticos–, y también de alguno de sus efectos sobre distintos parámetros del 
metabolismo de la glucosa y lípidos en el hígado músculo y/o tejido adiposo; además, 
este péptido, como el GLP-1, es insulinotrópico, y tiene un fuerte carácter antidiabético, 
incluso más potente y prolongado. Pero la Ex-4, a diferencia del GLP-1, carece de puntos 
sensibles a degradación por dipeptidil peptidasa IV, lo que la hace valedora del interés en 
el estudio de sus mecanismos de acción, hacia su utilización como agente terapéutico. 
La exendina (9-39)amida (Ex-9), forma truncada de la Ex-4, y antagonista del receptor 
para GLP-1 y también de algunos de sus efectos en el músculo y otros tejidos de rata, es, 
sin embargo, como la Ex-4, agonista, en el músculo esquelético del hombre. 
La obesidad mórbida puede cursar con un metabolismo de la glucosa alterado 
acompañado por niveles bajos de GLP-1 circulante, que tienden a su normalización tras 
cirugía restrictiva. 
A través de este estudio, se ha pretendido conocer, sobre la Ex-4 y Ex-9, en relación al 
GLP-1:  
• Su acción sobre el transporte y metabolismo de la glucosa, en el músculo 
esquelético del obeso mórbido en relación al sujeto normal. 
• Las características de la actividad de enzimas de señalización celular en el 
músculo esquelético del obeso mórbido en relación al sujeto normal, y el efecto 
sobre las mismas de ambas exendinas, y del GLP-1 e insulina. 
• El efecto de la acción prolongada de la Ex–4, en tratamiento sostenido, sobre el 
transporte de glucosa y la expresión del glucotransportador mayoritario del tejido 






MATERIALES & MÉTODOS 
1. SUJETOS de ESTUDIO 
En el análisis de los distintos parámetros de este trabajo, participaron un total de 10 
pacientes obesos mórbidos (10M; edad: 44±5 años; glucosa en plasma: 100±1 mg/dl; 
colesterol: 183±19 mg/dl; triglicéridos: 145±16 mg/dl; HbA1c>6,5 %) y seis mujeres sin 
alteración del metabolismo hidrocarbonado (edad: 80±2 años; glucosa en plasma: 104±3 
mg/dl; colesterol: 161±2 mg/dl; triglicéridos: 80±5 mg/dl; HbA1c<4,5 %) utilizadas como 
controles de referencia. Sólo se incluyó en el estudio aquellos pacientes que no tenían 
ninguna otra patología añadida, salvo la mencionada. Todos los sujetos procedían bien 
del Servicio de Cirugía Traumatológica de la Fundación Jiménez Díaz de Madrid, o del 
de Cirugía General del Hospital Príncipe de Asturias de Alcalá de Henares. El proyecto 
fue aprobado por los respectivos Comités Éticos de ambos hospitales. 
2. ANIMAL de EXPERIMENTACIÓN: modelo de diabetes tipo 2 
En este trabajo se han utilizado ratas Wistar macho del bioterio de la Fundación Jiménez 
Díaz, alimentadas ad libitum con dieta estándar (UAR Panlab, Barcelona, España) y agua. 
La diabetes tipo 2 se generó en la rata por tratamiento con estreptozotocina (STZ), agente 
de acción citotóxica altamente específica para la célula beta pancreática [Junod y col., 1967], 
según se relata a continuación. 
Material 
Estreptozotocina, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Citrato sódico, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Procedimiento 
Se preparó una disolución de STZ en citrato sódico 0,05 M, pH 4,5 (20 mg/ml), de la que 
se inyectó intraperitonealmente una dosis única de 25 µl (100 µg STZ/g de peso 
corporal) a la rata, en el mismo día de su nacimiento [Portha y col., 1979]. Transcurridas 6-7 
semanas, se estudió en cada animal, para su selección, el grado de tolerancia a la 
glucosa intravenosa.  
 
 





2.1. Selección de los animales 
Se evaluó en la rata mediante estimación del índice de aclaramiento del azúcar, por 
observación del perfil de glucemia tras la administración intravenosa de D-glucosa [Portha y 
col., 1979].  
Material 
Pentobarbital sódico (Pentothal®), Abbott Laboratories, S.A., Madrid, España 
Seda quirúrgica 2/0, B. Braun Surgical S.A., Barcelona, España 
D-glucosa anhidra, E. Merck, Darmstadt, Alemania 
NaCl al 0,9% (Salino), B. Braun Medical S.A., Barcelona, España 
Heparina al 1%, Rovi S.A., Barcelona, España 
Procedimiento 
A las de 6-7 semanas de edad, la rata, en ayuno de 16 horas, es anestesiada por 
inyección intraperitoneal de una disolución de Pentothal® diluido en salino (50 mg/ml), 
administrado en la proporción de 45 µg/g de peso corporal. Tras un período de reposo de 
diez minutos, se obtiene –de una incisión practicada en el extremo de la cola– una muestra 
de sangre, para la determinación de la glucemia basal. Seguidamente, se le inyecta, en 
unos cinco segundos, y a través de una de las venas femorales, una disolución de glucosa 
al 20% en salino, en la proporción de 0,5 mg/g de peso, tomándose muestras de sangre a 
los 2, 5, 10, 20 y 30 minutos siguientes. Para evitar la coagulación de la sangre en el 
extremo de la cola durante el período de duración de la prueba, ésta se mantiene 
sumergida en heparina al 0,1% en salino. Al finalizar, se sutura la herida con seda 
quirúrgica. Los valores de glucemia obtenidos se utilizan para la estimación del coeficiente 
de utilización del azúcar (K) –expresado en min-1 x 10-2–, que se calcula según la relación 
(Ln 2/t½–t0) x 100, donde t0 es el minuto en el que la glucosa plasmática alcanza el valor 
máximo, y t½ es en el que ese máximo ha descendido, o descendería, a la mitad. 
Aquellos animales que presentaron un coeficiente de utilización del azúcar menor de 2,5 x 
10-2 x min-1, fueron considerados diabéticos (DT2) , y seleccionados para el estudio. 
3. MUESTRAS de ESTUDIO 
Este trabajo se ha llevado a cabo, por un lado, en miotúbulos en cultivo, diferenciados de 
mioblastos previamente aislados de músculo esquelético –vastus lateralis o abdominal– 
y, por otro, en el tejido epididimario de la rata macho normal y diabética. Las piezas de 





músculo esquelético (≈400 mg) fueron obtenidas en el transcurso de intervenciones 
quirúrgicas de fractura de cadera (sujetos normales) o bariátrica (pacientes obesos), 
casos en los que las piezas fueron fragmentos residuales de la propia cirugía, a la que el 
sujeto estuvo sometido por indicación médica; no obstante, se obtuvo previamente el 
consentimiento del paciente, tras ser éste informado del propósito del estudio. 
Las biopsias de músculo se utilizaron para la preparación de miocitos en cultivo primario 
(M&M, 4). El tejido adiposo de la rata se utilizó para el fraccionamiento de membranas 
(M&M, 13) o aislamiento de adipocitos (M&M, 5). 
4. MIOCITOS HUMANOS 
Se establecieron por cultivo primario, a partir de mioblastos aislados y sometidos a 
crecimiento y diferenciación. Para ello, se desarrolló un protocolo, que es una 
combinación, con modificaciones, de otros previamente descritos [Blau y Webster, 1981; 
Henry y col., 1995].  
4.1. Aislamiento de mioblastos 
La muestra de músculo, inmediatamente después de ser recogida del quirófano, se 
sometió a tratamiento con tripsina y EDTA, para la extracción de sus células satélite       
–mioblastos con capacidad de proliferación–, que se encuentran, en muy bajo número, 
situadas entre la membrana basal y el retículo sarcoplásmico de las fibras del músculo 
adulto.  
Material 
Frascos estériles de 75 cm2, Costar Corporation, Cambridge, MA, EE.UU. 
Agitador, Biomerioux, 
Centrífuga BECKMAN GS-15R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Incubador de CO2 RSBiotech, South Newmoor, Escocia, Gran Bretaña 
Reactivos 
hEGF, Clonetics, Palo Alto, CA, EE.UU. 
Dexametasona, Clonetics, Palo Alto, CA, EE.UU. 
Albúmina bovina, BSA, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EE.UU. 
Suero fetal bovino, FBS, Biochrom KG, Berlín, Alemania 
Gentamicina, Lab. Normon, S.A., Madrid, España 
Anfotericina, Clonetics, Palo Alto, CA, EE.UU. 





Penicilina combinada con Estreptomicina (10.000 UI/ml/10.000 µg/ml), Sigma Chemical Co, 
St Louis, MO, EE.UU. 
L-Glutamina 200 mM, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EE.UU. 
Colágeno de rata, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EE.UU. 
Tripsina 2,5% (p/v), Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EE.UU. 
EDTA 2% (p/v),Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EE.UU. 
Ácido acético, Scharlau S.A., Barcelona, España 
Medios 
HAM´S F-10, Biochrom KG, Berlín, Alemania 
DMEM 1x (Gibco, Paisley, Escocia, Gran Bretaña) 
M-199 (Gibco, Paisley, Escocia, Gran Bretaña) 
Alpha-MEM, que contiene 5,5 mM D-glucosa) Biochrom KG, Berlín, Alemania 
Disolución de tripsina/EDTA-a: tripsina 0,05% y EDTA 0,02%, en HAM´S. 
Disolución de tripsina/EDTA-b: tripsina 0,025% y EDTA 0,01%, en HAM´S. 
De Crecimiento: DMEM/M-199 3/1, (v/v) con hEGF (10 ng/ml), Dexametasona (0,39 µg/ml), 
BSA (0,5 mg/ml), Gentamicina (50 µg/ml), Anfotericina (50 ng/ml), Penicilina combinada 
con Estreptomicina (50 UI/ml/50 µg/ml), FBS (10% v/v)  
De Fusión: Alpha-MEM, suplementado (v/v) con FBS 2%, antibiótico (Penicilina 
/Estreptomicina) 100 UI/ml/100 µg/ml y Glutamina 1%. 
Disolución de colágeno: 2,5 mg de colágeno/25 ml ácido acético 0,1 M 
Procedimiento  
La pieza de músculo esquelético recién obtenida, una vez limpia de sangre y tejido 
conectivo –por lavado con HAM´S F10–, fue sometida a disociación en condiciones 
estériles, mediante tres tratamientos sucesivos de 20 minutos con 25 ml de 
tripsina/EDTA-a, en un frasco estéril de 75 cm2, a temperatura ambiente y con agitación 
enérgica. A las células, que con el fin de evitar la acción de las proteasas se recogen y 
mantienen a 4ºC tras cada tratamiento de disociación, se añadió FBS en la proporción 
de 10% (v/v) final, y se sedimentaron a 900 g durante 4 minutos; tras ello, se 
resuspendieron en 5 ml de medio de crecimiento. Con el fin de eliminar de la 
preparación el número de fibroblastos, o reducir éstos [Blau y Webster, 1981], las células se 
sembraron en una placa estéril de 100 mm de diámetro, libre de colágeno, donde se 
mantuvieron durante 20 minutos a 37ºC; después, se recogieron las no adheridas, y se 
inició su proliferación y cultivo en frascos de 75 cm2, previamente tratados durante 5 
horas con 1 ml de una disolución de colágeno de rata. 
 





4.2. Cultivo y diferenciación (Fig. 5) 
Las células se mantuvieron a 37ºC en medio de crecimiento (M&M, 4.1.), con recambios 
de éste cada 3-4 días, en un incubador con atmósfera de O2/CO2 (95%/5%), hasta 
alcanzar, aproximadamente, el 80% de confluencia, lo cual suele ocurrir al cabo de 4-6 
semanas. En ese momento, se llevó a cabo una tripsinización suave (tripsina/EDTA-b), 
con el fin de separar y recoger las células, las cuales, tras esto, y para proseguir con su 
diferenciación en miotúbulos, se cuantificaron y sembraron en la proporción de 20.000 
células por pocillo, estéril y de 35 mm de diámetro. 
Las células sembradas se mantuvieron entre 10-15 días, hasta alcanzar el 70-80% de 
confluencia; en ese momento, el medio de crecimiento se sustituyó por el de fusión, con 
el fin de lograr la diferenciación de mioblastos a miotúbulos, lo que suele ocurrir en 3-4 
días. La eficacia del método de diferenciación fue comprobada por comparación de la 
actividad creatina quinasa [Gerhard., 1983] entre células sin diferenciar y diferenciadas 
[Luque y col., 2002], que se duplica en el paso de mioblastos a miotúbulos. 
 
Figura 5. Secuencia en el proceso de células musculares humanas obtenidas por cultivo 
                primario, desde mioblastos hasta su diferenciación a miotúbulos. 
 
5. AISLAMIENTO de ADIPOCITOS  
Las células fueron preparadas del tejido epididimario de la rata macho, normal y diabética 
tipo 2 (M&M, 2), mediante digestión enzimática con colagenasa P [Rodbell, 1964]. 
Reactivos 
Ácido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil]-etasulfónico (HEPES), Sigma Chemical Co., St Louis, 
MO, EE.UU. 
Aprotinina (Trasylol®) 100.000 UIC/ml, Bayer, Leverkusen, Alemania 
Colagenasa P de Clostridium histolyticum, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania 
D-glucosa anhidra, E. Merck, Darmstadt, Alemania 
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Albúmina bovina, Fracción V (BSA), Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
NaCl, Panreac Química S.A., Barcelona, España 
KCl, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
KH2PO4, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
MgSO4 •7H2O, Panreac Química S.A., Barcelona, España 
HNaCO3, E. Merck, Darmstadt, Alemania 
CaCl2, E. Merck, Darmstadt, Alemania 
NaCl al 0,9% (Salino), B. Braun Medical S.A., Barcelona, España 
Tripan blue, E. Merck, Darmstadt, Alemania 
Medios 
KRB: NaCl 118 mM, KCl 5 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgSO4.7H2O 1,2 mM, HNaCO3 25 mM y 
CaCl2 2,5 mM. 
De extracción: KRB con BSA al 3%, D-glucosa 3,3 mM, HEPES 10,9 mM y Trasylol® 500 
UIC, pH 7,4. 
Azul de Tripán: NaCl 118 mM, KCl 5 mM, MgSO4 1,2 mM, KH2PO4 1,2 mM, HNaCO3    25 
mM, azul de Tripán 0,2%, pH 7,4. 
Procedimiento 
El tejido adiposo –grasa epididimaria de rata–, se introduce en un vial de plástico que 
contiene colagenasa P disuelta en medio de extracción (8 mg en 3 ml), y se trocea 
manualmente con ayuda de tijeras; a continuación, la muestra se mantiene a 37ºC y con 
agitación rápida, hasta su completa disgregación. Los adipocitos dispersos se separan 
por filtración a través de una malla de nylon de 0,6 mm de poro, y se lavan 3 veces con 
10 ml de medio de extracción que, tras ello, se descarta. La calidad de la preparación se 
evalúa mediante la prueba de exclusión del Azul de Tripán (25 µl adipocitos + 25 µl Azul 
de Tripán + 450 µl medio de extracción). Todas las preparaciones utilizadas en este 
estudio contenían, al menos, un 90% de células viables.  
6. AGENTES de ESTUDIO 
En este trabajo, se ha utilizado: 
Insulina de cerdo, Novo Biolabs, Bagsvaerd, Dinamarca 
GLP-1(7-36)amida, Bachem AG, Bubendorf, Suiza 
Exendina 1-39amida [Ex-4], donada por el Dr. J. Eng, NY, EE.UU. 
Exendina 9-39amida [Ex-9], donada por el Dr. J. Eng, NY, EE.UU. 
 





7. TRATAMIENTO de los ANIMALES 
Con el fin de estudiar el efecto a largo plazo de la Ex-4 sobre la expresión del 
glucotransportador mayoritario en el tejido adiposo del modelo de diabetes experimental 
tipo 2 (DT2), con respecto a la rata normal, se utilizó, como vía de administración del 
péptido, una bomba osmótica implantada subcutáneamente. Como control del tratamiento, 
ratas de ambos grupos fueron tratadas, en paralelo, con disolución salina. 
Reactivos 
Exendina-4, donada por el Dr. J. Eng, NY, EE.UU. 
Bomba osmótica mod. ALZET 1003D, Alza Corp., Palo Alto, EE.UU.. 
Seda quirúrgica 2/0, B. Braun Surgical S.A., Barcelona, España. 
NaCl al 0,9% (Salino), B. Braun Medical S.A., Barcelona, España 
Procedimiento 
A todas las ratas de estudio –normales y DT2– que habían sido sometidas cuatro días 
antes a una sobrecarga intravenosa de glucosa (M&M, 2.1.), se les implantó 
subcutáneamente, en la región interescapular, la bomba osmótica rellena con Ex-4 a la 
concentración de 0.1 nmol/Kg/h en salino, que se fue liberando a un ritmo de 1 µl/h 
(información del fabricante y verificada en nuestro laboratorio), para el mantenimiento de 
los niveles del péptido a ≈10-9 M. En paralelo al tratamiento con Ex-4, ratas de ambos 
grupos –normal y DT2– recibieron salino a través de la bomba osmótica (control). 
Antes de iniciar el tratamiento y finalizando el mismo, se extrajeron muestras de sangre 
para la determinación de la concentración plasmática de glucosa, por el método de la 
glucosa oxidasa y de insulina, por radioinmunoanálisis [Herbert y col., 1965]. A los tres días del 
tratamiento, se sacrificó al animal, del que se recogió el tejido adiposo epididimario, para la 
medida de la expresión del glucotrasportador (M&M, 14). 
8. TRANSPORTE de GLUCOSA 
Se estudió como incorporación de 2-deoxi-D-glucosa –marcada radiactivamente– al interior 
celular. 
Material 
Contador de radiación beta BECKMAN LS 6000TA, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, 
CA, EE.UU. 
 






Citocalasina B, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
2-Deoxi-D-[1,2-3H(N)]glucosa, Perkin Elmer, Boston, MA, EE.UU. 
NaOH, E. Merck, Darmstadt, Alemania 
DMSO, E. Merck, Darmstadt, Alemania 
Ftalato de bis (2-etil-hexilo), Scharlau S.A., Barcelona, España 
Líquido de centelleo, Ultima gold, Packard, Groninger, Holanda 
Medios 
Alpha-MEM (que contiene 5,5 mM D-glucosa), Biochrom KG, Berlín, Alemania 
NaOH 1N 
Medio Incubación miocitos (KRB): Hepes 20 mM, NaCl 120 mM, MgSO4, CaCl2, KCl 
2,5mM, NaH2PO4 y CH3COCOONa 1mM, pH 7,4. 
Medio de incubación adipocitos: KRB (M&M, 5) con BSA al 2%, HEPES 10,9 mM y 
Trasylol® 500 UIC, pH 7,4.  
 
Procedimiento 
Los miocitos (20.000/pocillo) o los adipocitos aislados (105 células) ─ en la proporción de 
106 células/ml─, se incubaron en medio de incubación durante 30 o 15 minutos 
respectivamente a 37ºC, sin (control) o con los péptidos de estudio. Seguidamente, se 
añadió 0,2 µCi de 2-deoxi-D-glucosa a cada tubo, y la mezcla se incubó durante 3 
minutos a 37ºC con 0,2 µCi (10 µl) de 2-deoxi-D-[1,2-3H(N)]glucosa (6,7 nCi/mmol). El 
contenido total de glucosa fue corregido con el valor del transporte inespecífico, obtenido 
en algunas muestras de células de cada experimento tratadas en paralelo con 3,23 mM 
de citocalasina B. La reacción se interrumpió por sometimiento de las muestras a 4ºC, 
durante 1 minuto, y las células se lavaron dos veces con 1 ml de medio de incubación, 
con el fin de eliminar el exceso de glucosa radiactiva no incorporada. Los miocitos, 
disueltos en 1 ml de NaOH   1 N, se añadieron a 5 ml de líquido de centelleo, para la 
estimación de su contenido en radiación. En el caso de los adipocitos para la separación 
de la fase acuosa –radiactividad libre– de la oleaginosa –adipocitos–, se transfirieron dos 
fracciones de 150 µl de cada muestra a sendos tubos de microfuga con 100 µl de ftalato 
de bis (2-etil-hexilo), y se sometieron a 12.000xg durante 1 minuto. Cada tubo se cortó 
por la interfase, y la radiactividad asociada a las células se midió en 3 ml de líquido de 
centelleo, en un contador de radiación beta.  
 





9. ACTIVIDAD GLUCOGENO SINTASA a  
Se utilizaron células diferenciadas, sembradas en la proporción de 20.000 por pocillo de 
35 mm de diámetro. Los miocitos se incubaron inicialmente en ausencia (control) y 
presencia de los péptidos de estudio. La actividad glucógeno sintasa a se midió según el 
método ya descrito [Hue y col., 1975], en presencia de Na2SO4, –inhibidor de la forma 
inactiva, b, del enzima–, y como formación de glucógeno a partir de UDP-14C-glucosa, 
según la reacción: 
El procedimiento de extracción del glucógeno formado fue el descrito por nuestro 
laboratorio [Hue y col., 1975]. 
 
Material 
Contador de radiación beta BECKMAN LS 6000TA, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, 
CA, EE.UU. 
Reactivos 
Glicilglicina, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EE.UU. 
Glucógeno, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EE.UU. 
UDP-glucosa, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EE.UU. 
UDP-14C-glucosa, American Radiolabeled Chemicals, INC., St Louis, MO, EEUU. 
Líquido de centelleo, Última gold, Packard, Groninger, Holanda 
KOH, E. Merck, Darmstadt, Alemania 
Medios 
Alpha-MEM, (que contiene 5,5 mM D-glucosa), Biochrom KG, Berlín, Alemania 
KOH 0,5 N 
De Fusión: Descrito en el punto 9 de este capitulo. 
De Homogeneización: FNa 100 mM, Glucógeno 0,5% (p/v), Glicilglicina 50 mM y EDTA 35 
mM, pH 7,4 
De Incubación: UDP-glucosa 0,25 mM, Glucógeno 1%, Glicilglicina 60 mM, Na2SO4 10 
mM, EDTA 4,7 mM y UDP-14C-glucosa 1,25 µCi/ml (1,5 µM) 
Procedimiento 
Los miotúbulos células (20.000/pocillo) se incubaron durante 10 minutos a 37ºC, en 1 ml 
de alfa-MEM en ausencia o presencia de los péptidos de estudio; tras ello, se retiró el 
medio, y las células se conservaron a –70ºC hasta el momento de la determinación de 
sus actividades enzimáticas. Entonces, a cada pocillo se añadió 30-50 µl de medio de 
 UDP-D-glucosa + (glucógeno) n                                  UDP + (glucógeno) n+1 
G-sintasa 





homogeneización a 4ºC, con intención añadida de ajustar la proporción de proteínas a 
160 µg proteína/40 µl, para lo que éstas fueron previamente medidas [Bradford, 1976] en 
un par de muestras. Después, se recogió el homogeneizado, y se transfirió a un tubo de 
cristal en el que se terminó de disgregar por sonicación. A continuación, en un tubo de 
10 ml de capacidad, que contenía 80 µl de medio de incubación, se añadieron 40 µl del 
homogeneizado celular, y la mezcla se incubó durante 15 minutos a 20ºC. Pasado ese 
tiempo, se añadieron 200 µl de KOH 0,5 N para su disolución y, después 35 µl de 
glucógeno al 10,5% (final, 100 mg/ml) y 2 ml de etanol al 78%, (final, 66%) y a 4ºC; tras 
unos segundos de agitación, se mantuvo en reposo durante 15 minutos a 4ºC. 
Seguidamente, la muestra se centrifugó a 150 g durante 10 minutos a 4ºC, se aspiró el 
sobrenadante, y el sedimento se resuspendió de nuevo en 5 ml de etanol al 66%, para 
su lavado; tras una nueva centrifugación a 1.740 g durante 30 minutos a 4ºC, se 
descartó el sobrenadante, y se añadieron 400 µl de agua para la disolución del 
glucógeno precipitado que, después, se transfirió a un vial que contenía 5 ml de líquido 
de centelleo, para la estimación de su contenido en 14C en un contador de radiación β. 
10.  PROTOCOLO de ESTUDIO de ENZIMAS de SEÑALIZACIÓN 
En miocitos de obesos mórbidos, y de sujetos normales, se analizó el grado de  
actividad de enzimas intracelulares de distintas vías propuestas en la señalización del 
GLP-1, y el posible efecto de los péptidos de estudio, sobre las mismas enzimas, en 
membranas totales solubilizadas –PI3K, PKB, p70s6k y p44/42 MAPKs–, y en las 
plasmáticas, el citosol, en el caso de las PKCs (M&M, 13). 
Material  
Centrífuga BECKMAN GS-15R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Reactivos 
Sacarosa, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Tris-HCl, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
MgCl2, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
2-mercaptoetanol, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
EGTA, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Na3VO4 , Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Na4P2O7, E. Merck, Darmstadt, Alemania 
NaF, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 





Bacitracina, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU.  
Leupeptina, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Pepstatina, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
PMSF, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Triton X-100, E.Merck, Darmstadt, Alemania  
Medios 
Alpha-MEM (que contiene 5,5 mM D-glucosa), Biochrom KG, Berlín, Alemania 
De Fusión: descrito en el punto 9 de este capítulo 
PMSF 20 mM: PMSF 20 mM en 2-propanol 
De solubilización: Sacarosa 250 mM, tris-base 20 mM, cloruro de magnesio 2,5 mM,  
ß-mercaptoetanol 50 mM, EGTA 1,2 mM, ortovanadato sódico 1 mM, pirofosfato sódico 5 
mM, fluoruro sódico 50 mM, bacitracina 30 U/ml, leupeptina 2 µM, pepstatina 2 µM, PMSF 
2 mM, pH 7,4, con 1% de triton X-100 
Procedimiento 
Los miotúbulos (20.000/pocillo) se preincubaron durante 30 minutos a 37ºC en atmósfera de 
O2/CO2 (95%/5%), en 900 µl de alpha-MEM; transcurrido este tiempo, se sometieron a 3 minutos 
de incubación, en ausencia (control) y presencia de los péptidos en estudio. Finalmente, y de 
forma rápida, se eliminó el medio y enfrió la placa a 4ºC, se añadió a cada pocillo 100 µl de 
medio de solubilización, y se separaron las células por raspado. Las células de pocillos de una 
misma condición se recogieron en un sólo tubo Eppendorf, donde permanecieron al menos 
media hora a 4ºC, con agitación cada 10 minutos. Tras ello, la muestra se centrífugo a 15.000 g, 
durante 5 minutos a 4ºC, y del sobrenadante, que contenía las membranas totales solubilizadas, 
se tomó un pequeño volumen para la determinación de su contenido en proteínas [Bradford, 
1976]; el resto se almacenó a -70ºC hasta el estudio de la actividad de la PI3K por cromatografía 
en capa fina en, y la de PKB, p70s6k y MAPKs por Western blot. 
11.  ACTIVIDAD PI3K 
Se estimó como la fosforilación de PIP2 a PIP3, en inmunoprecipitados p85 obtenidos por 
tratamiento de cada preparación de membranas con anti-PI3-quinasa p85 y posterior 
acoplamiento a Proteina-A-agarosa, y en presencia de ATP y 
fosfatidilinositol/fosfatidilserina como sustrato. El procedimiento, aparte de la inicial 
inmunoprecipitación de la fracción p85 de la muestra, incluyó la reacción de ésta con [γ32P] 
ATP en presencia del sustrato, la extracción de los lípidos formados, la separación de éstos 
por cromatografía, y la identificación y cuantificación del PIP3.  
 






Se realizó en cada muestra de membranas de miocito ya preparada (M&M, 10.), por 
reacción con un anticuerpo contra la subunidad reguladora del enzima PI3K –la p85–, y 
aislamiento posterior del complejo formado, por acoplamiento a Proteína A-agarosa. 
Material  
Centrífuga BECKMAN GS-15R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Reactivos 
Triton X-100, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Tris(hidroximetil) aminometano (Tris-base), Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
NaCl, Panreac Química S.A., Barcelona, España. 
KCl, E. Merck, Darmstadt, Alemania 
Na2HPO4, E. Merck, Darmstadt, Alemania 
KH2PO4, E. Merck, Darmstadt, Alemania 
Ácido etilén-diaminotetraacético (EDTA), E. Merck, Darmstadt, Alemania 
LiCl, E. Merck, Darmstadt, Alemania 
Anti-PI3-Kinase p85 (antisuero de conejo), Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, EE.UU. 
Proteína A-agarosa, Boehringer Manheim, Barcelona, España 
Medios 
De solubilización: descrito en el punto 10 de este capítulo. 
PBS 1X: (tampón fosfato salino): NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 6,3 mM, KH2PO4 
1,3  mM, pH 7,4 
Disolución I: Triton X-100 1%, PBS 1x. 
Disolución II: Tris-base 0,1 M, EDTA 1 mM, LiCl 0,5 mM. 
Disolución III: Tris-base 5 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM. 
Procedimiento 
− 50-100 µg de proteína del preparado de las membranas (M&M, 11), ajustada su 
concentración a 100 µg/ml con medio de solubilización, en tubo Eppendorf. 
− Adición de 10 µl de suero anti-p85, diluido 1:10, por cada ml de disolución de 
proteína, e incubación a 4ºC durante 16 horas. 
− Adición de 50 µl de Proteína A-agarosa por ml, e incubación a 4ºC durante  
2 horas. 
− Centrifugación a 15.000xg, a 4ºC, 10 segundos, y eliminación del sobrenadante. 
− Lavado de los inmunoprecipitados, y en el siguiente orden, con: 
1 ml de disolución I. Centrifugación a 15.000xg, a 4ºC, 10 segundos. Desechar 
el sobrenadante.  





1 ml de disolución II. Centrifugación a 15.000xg, a 4ºC, 10 segundos. 
Desechar el sobrenadante. 
1 ml de disolución III. Centrifugación a 15.000xg, a 4ºC, 10 segundos. 
Desechar el sobrenadante. 
− Determinación de la actividad PI3K (formación de PIP3). 
11.2. Formación de PIP3 
Se induce en el inmunoprecipitado p85 de cada muestra (M&M, 11.1.), a partir del sustrato 
fosfatidilinositol/fosfatidilserina añadido, y en presencia de ATP. 
Reactivos 
HEPES, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
EDTA, E. Merck, Darmstadt, Alemania 
Fosfatidilinositol, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Fosfatidilserina, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
MgCl2•6H2O, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
EGTA, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
ATP, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
[γ32P] ATP (10µCi/µl), Amersham Life Science, Buckinghamshire, Inglaterra 
Medios 
Solvente del sustrato (SS): HEPES 25 mM, EDTA 1 mM, en agua. 
Sustrato (preparación): 1 mg de fosfatidilinositol/1 ml SS y 1,2 mg fosfatidilserina/1,2 ml SS. 
Combinar ambas disoluciones a partes iguales (v/v), y sonicar la mezcla hasta que la 
disolución pase de turbia a translúcida. Proteger de la luz y conservar a 4ºC.  
Mezcla de reacción: HEPES 12,5 mM, MgCl2•6H2O 10 mM, EGTA 0,5 mM, ATP 40 µM, 
[γ32P] ATP (5 µCi/nmol). 
Procedimiento 
A cada inmunoprecipitado (M&M, 11.1.), se añade 25 µl de sustrato y, tras incorporar un 
mismo volumen de mezcla de reacción, el conjunto se mantiene a temperatura ambiente 
durante 20 minutos con agitación periódica. A continuación, se procede a la extracción 
de los lípidos formados. 
11.3. Extracción de lípidos 
El fin último es el de la recuperación del PIP3, que se consigue por tratamiento de la 
muestra con un medio orgánico. 
 






Centrífuga BECKMAN GS-15R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Sistema evaporador-concentrador Speed Vac Concentrator, Savant Instrument Inc., 
Hicksville, NY, EE.UU. 
Reactivos  
Cloroformo, Scharlau S.A., Barcelona, España 
Metanol, Scharlau S.A., Barcelona, España. 
HCl, Panreac Química S.A., Barcelona, España 
EDTA, E. Merck, Darmstadt, Alemania 
Medios 
Cloroformo/metanol/HCl (1/2/1, v/v). 
100 mM HCl en metanol. 
100 mM en metanol/EDTA 2,5 mM (1/1, v/v) 
Procedimiento 
− Adición, por el siguiente orden, de: 
400 µl de cloroformo/metanol/HCl (1/2/1, v/v) 
150 µl de cloroformo 
150 µl de HCl 10mM 
− Agitación en vórtex, y centrifugación a 15.000xg, 4ºC, durante 30 segundos. 
− Recogida de la fase inferior y transferencia a nuevo tubo Eppendorf. 
− Adición de 500 µl de metanol-100 mM HCl/EDTA 2,5 mM (1/1, v/v) 
− Mezcla y centrifugación a 15.000xg, 4ºC, 30 segundos. 
− Recogida de la fase inferior, distribución en dos porciones de igual volumen en sendos 
tubos Eppendorf, y evaporación durante 20 minutos, a temperatura ambiente o con 
Speed-Vac, hasta sequedad. 
El extracto obtenido se somete a la separación de sus lípidos. 
11.4. Separación de lípidos 
Se realizó por cromatografía en capa fina en placa de silicagel, con el fin de aislar, del total 
de lípidos extraídos (M&M, 11.3.), el PIP3 producido en cada muestra. 
Material 
Placa de TLC (20 x 20 cm2), Amersham Life Science, Buckinghamshire, Inglaterra. 
Película fotográfica, Hyperfilm ECL, Amersham Life Science, Buckinghamshire, Inglaterra. 
Estándar fosfatidilinositol 4 fosfato (PIP4), Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 





Cubeta de cromatografía (24 x 24 x 8 cm3), Teknokroma S. Coop. C. Ltda., Barcelona, 
España. 
Escáner hp scanjet 7400, Hewlett-Packard Company, Palo Alto, CA, EE.UU. 
Programa para densitometría. Software Image Quant® 3,3, Molecular Dinamics, EE.UU. 
Reactivos 
Cloroformo, Scharlau S.A., Barcelona, España. 
1-Propanol, Scharlau S.A., Barcelona, España. 
Ácido acético, Scharlau S.A., Barcelona, España. 
Revelador y fijador fotográfico Lx24 y AL4, Kodak Eastman, Rochester, EE.UU. 
Medio 
De revelado: Lx24, al 20% en agua. 
De fijación: AL4, al 20% en agua. 
TLC: 1-propanol 66%, ácido acético glacial 2%, agua bidestilada 32% v/v. 
Procedimiento 
Se prepara el sistema para cromatografía, mediante la colocación, en la cubeta, de una 
tira de papel de filtro que forra el fondo y dos de las paredes, y su humidificación con 100 
ml de medio TLC. A continuación, se aplican los extractos de lípidos (30 µl) disueltos en 
cloroformo, y el estándar PIP4 de referencia de posición, a 3 cm del borde de la placa de 
silicagel, con una separación de 1,5-2 cm entre ellos. La placa se introduce con el 
extremo de las muestras hacia la base de la cubeta, y así se mantiene mientras que el 
frente avanza hasta, aproximadamente, 3 cm del extremo superior –4 horas–. Finalizado 
esto, la placa se deja secar al aire, y se autorradiografía a -70ºC (Hyperfilm ECL, 
Amersham) durante el tiempo que se estime necesario (horas o días). Tras el revelado 
de la película, se cuantifica la densidad de las bandas mediante densitometría de 
transmisión, que se expresa en unidades arbitrarias de densidad óptica. 
12.  ACTIVIDAD PKB, p70s6k y p44/42 MAPKs 
En miocitos, analizamos la posible estimulación de la actividad de enzimas de señalización 
intracelular por los agentes de estudio, para lo que se midió la forma activa del enzima 
(fosforilada) y también la total, mediante la técnica de Western blot.  
 
 





12.1. Western blot 
El estudio en cada muestra, ya preparada (M&M, 10), de las distintas enzimas de nuestro 
interés, pasó por una separación electroforética previa de proteínas, una posterior 
transferencia de éstas a membrana de nitrocelulosa, y por el tratamiento de la misma 
con un anticuerpo específico para cada enzima, seguido de un segundo, antiglobulina, 
con una enzima acoplada que posibilita la generación posterior de la 
quimioluminiscencia necesaria en el proceso de detección por autorradiografía. 
a) Separación de proteínas 
Se realizó por electroforesis en gel de poliacrilamida [Laemli, 1970], en un sistema 
compuesto por una fuente de alimentación eléctrica, una cubeta vertical, cristales, 
separadores y peine. 
Material 
Cubeta Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis System, Bio-Rad Laboratories, CA, EE.UU. 
Fuente de alimentación Mini-PROTEAN 3 Cell PowerPac 300 System, Bio-Rad 
Laboratories, CA, EE.UU. 
Spacer plates (0,75 mm) Mini PROTEAN 3 System, Bio-Rad Laboratories, CA, EE.UU. 
Short plates, Mini PROTEAN 3 System, Bio-Rad Laboratories,  CA, EE.UU. 
Reactivos 
Acrilamida (Bio-Rad laboratories, CA, EE.UU) 
Bisacrilamida (Bio-Rad laboratories, CA, EE.UU) 
TEMED (Bio-Rad laboratories, CA, EE.UU) 
Persulfato de amonio (Bio-Rad laboratories, CA, EE.UU) 
Tris(hidroximetil) aminometano (TRIS, Sigma Chemical Co., St. Louis, EE.UU.) 
Acido etilen-diaminotetraacético (EDTA, E. Merck, Darmstadt, Alemania.) 
Dodecil lauril sulfato (SDS, Ferosa, Barcelona, España) 
Glicerol (Sigma Chemical Co., St. Louis, EE.UU.) 
2-mercaptoetanol (Sigma Chemical Co., St. Louis, EE.UU.) 
Glicina (Bio-Rad laboratories, , EE.UU.) 
Azul de bromofenol (Sigma Chemical Co., St. Louis, EE.UU.)    
Medios 
De concentración: Tris-base 0,05 M, SDS 0,1%, EDTA 2 mM, pH 6,7. 
De resolución: Tris-base 0,375 M, SDS 0,1%, EDTA 2 mM, pH 8,9. 
Tampón de electroforesis: Tris-base 50 mM, glicina 375 mM, SDS 0,1%, EDTA 2 mM. 





Tampón de muestra: Tris-base 125 mM, glicerol 20%, SDS 4%, azul bromofenol 0,005%, ß-
mercaptoetanol 10%. 
Procedimiento 
Se diluyeron entre 20-50 µg de proteína de membrana solubilizada (M&M, 10.) en 
tampón de muestra (1/1), y la disolución se mantuvo a 65ºC durante 3 min antes de ser 
aplicada al gel de electroforesis. Tras su aplicación, y durante los primeros 60 minutos, la 
electroforesis se desarrolló a 40 V, que correspondió al paso de la muestra a través del 
gel de concentración (4% de acrilamida en medio concentrante); después, la intensidad 
fue aumentada a 100 V, y así se sostuvo durante unas dos horas, que es normalmente 
el tiempo necesario para que la muestra haga el recorrido del gel de desarrollo (8% de 
acrilamida en medio de desarrollo). El proceso se interrumpió cuando el frente de azul de 
bromofenol, incluido como marcador de posición de la muestra, alcanzó el extremo 
opuesto del gel. 
b) Transferencia 
El paso de las proteínas, separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida, a una 
membrana de nitrocelulosa –donde se procedería a la inmunodetección de los enzimas 
en estudio–, se realizó eléctricamente. 
Materiales  
Fuente de alimentación eléctrica (Mini-PROTEAN 3 Cell PowerPac 300 System, Bio-Rad 
laboratories, Hercules, EE.UU.) 
Sistema de transferencia (Trans-blot SD, Bio-Rad laboratories, Hercules, EE.UU.) 
Membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad laboratories, Hercules, EE.UU.) 
Papel de filtro Extra Thick Filter Paper (Bio-Rad laboratories, Hercules, EE.UU.) 
Reactivos  
Tris(hidroximetil) aminometano (Tris-base), Sigma Chemical Co., MO, St. Louis, EE.UU. 
Glicina, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU. 
Dodecil sulfato sódico (SDS), Ferosa, Barcelona, España 
Metanol, Scharlau, Barcelona, España 
Medio de transferencia: Tris-base 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20%, SDS 0,0375%. 
Procedimiento 
Por un lado, el gel de poliacrilamida procedente de la separación de proteínas (M &M, 
12.1.) se mantuvo durante 30 min en medio de transferencia; por otro, la membrana de 
nitrocelulosa, y dos papeles de filtro de igual tamaño que el gel, se empaparon en el 





mismo medio. Después, sobre el electrodo positivo del sistema se situó uno de los 
papeles de filtro, encima, la membrana de nitrocelulosa, sobre ésta, el gel, y, por último, 
el segundo papel de filtro. La transferencia se desarrolló a 10 V durante 16 h a 4ºC, o 
bien a 20 V durante 1 h a temperatura ambiente (la duración y el voltaje adecuados 
hubieron de ser determinados previamente). Finalizada la transferencia, la membrana de 
nitrocelulosa se sometió a inmunodetección y cuantificación de los enzimas a estudiar en 
cada caso. 
c) Inmunodetección 
Este proceso se realizó siguiendo las indicaciones de los reactivos para Western blot, 
proporcionados por Amersham Ibérica. 
Material 
Película fotográfica, Hyperfilm ECL, Amersham Life Science, Buckinghamshire, Inglaterra. 
Escáner hp scanjet 7400, Hewlett-Packard Company, Palo Alto, CA, EE.UU. 
Programa para determinación de densidades ópticas, Software Image Quant® 3,3, Molecular 
Dinamics, EE.UU. 
Reactivos 
Tris(hidroximetil) aminometano (Tris-base), Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
NaCl, Panreac Química S.A., Barcelona, España 
Tween-20, Bio Rad Laboratories, Ca, E.E.U.U. 
Leche desnatada en polvo, Molico Sveltesse, Sociedad Nestlé, Barcelona, España  
Sueros anti-Akt/PKB total y fosforilada, anti-p42/44 MAPK total y fosforilada, anti-p70s6k total 
y fosforilada, Cell Signalling Technology, New England Biolabs, EE.UU. 
Suero anti-IgG de conejo unido a peroxidasa de rábano picante, Amersham Life Science, 
Buckinghamshire, Inglaterra 
ECL Western Blotting Reagents, reactivos quimioluminiscentes, Amersham Life Science, 
Buckinghamshire, Inglaterra 
Revelador y fijador fotográfico, Lx24 y AL4, Kodak Eastman, Rochester, EE.UU. 
Medios 
De revelado: Lx24, al 20% en agua. 
De fijación: AL4, al 20% en agua. 
T-TBS: Tween-20 0,1%, Tris-base 0,01 M, NaCl 0,15 M, pH 7,5. 
TBS-LD: Tris-base 0,01 M, NaCl 0,15 M, pH 7,5, 5% de leche desnatada. 
Procedimiento 
La membrana de nitrocelulosa, con las proteínas transferidas, se mantiene en  
TBS-LD durante 1 hora a temperatura ambiente; tras lavado con T-TBS, la membrana se 





incuba durante 2 horas con el primer anticuerpo específico, a la dilución de 1:500 en T-
TBS en todos los casos. Posteriormente, se realizan 3 lavados de 10 minutos cada uno 
con TBS-LD, y se procede a su tratamiento con anti-IgG de conejo, 1:500 en T-TBS, 
durante 1 hora. Una vez concluido el tiempo de incubación con el segundo anticuerpo, la 
membrana se lava de nuevo con T-TBS (no menos de 45 minutos) y, finalmente, se trata 
durante 1 minuto con los reactivos quimioluminiscentes, procediendo después a su 
autorradiografía, por exposición de entre 5 y 60 minutos a una película fotográfica. Tras 
el revelado de la película, se cuantifica la densidad de las bandas por densitometría de 
transmisión, que se expresa en unidades arbitrarias de densidad óptica. 
13. TRANSLOCACIÓN de ISOFORMAS PKC  
En miocitos en cultivo primario de sujeto normal, se estudiaron los posibles movimientos 
de translocación desde el citosol a la membrana de isoformas PKC –θ, λ y ε–, en 
respuesta al GLP-1, Ex–4 y Ex-9, con relación a la insulina. 
Material  
Ultracentrífuga BECKMAN TLC-100, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Centrífuga BECKMAN GS-15R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Reactivos 
Anti-PKC θ,λ y ε, BD Bioscenses Franklin Lakes, NJ, EE.UU. 
Medio de incubación para miocitos: Alpha-MEM (que contiene 5,5 mM D-glucosa), 
Biochrom KG, Berlín, Alemania 
Medios 
PMSF 20 mM: Descrito en el punto 10 de este capítulo 
De Homogenización: Descrito en el punto 9 de este capítulo 
De solubilización: Descrito en el punto 10 de este capítulo 
Procedimiento 
Las células (miotúbulos, 20.000/pocillo) se preincubaron a 37ºC en 900 µl de medio de 
incubación, y en atmosfera O2/CO2 (95%/5%). Transcurrido ese tiempo, se incubaron 
por distintos periodos (0, 2 y 15 minutos) en el mismo medio, en ausencia (control) y 
presencia de los agentes de estudio. La reacción se interrumpió por inmersión a 4ºC.; 
finalmente, los miocitos se recogieron por raspado. Tras lo anterior, las células se 
sometieron al proceso de fraccionamiento de membranas –citosólicas y plasmáticas– 
[Arnold y col., 1993]. 





A cada muestra de miocitos, se añaden 800 µl de medio de homogenización; tras 30 
minutos a 4ºC con agitación continua, la mezcla, es transferida a un tubo Eppendorf, se 
somete a 10.0000 x g, durante 1 hora, a 4ºC. Transcurrido este tiempo, el sobrenadante, 
que contiene las membranas citosólicas, se conservan a -70ºC hasta el estudio de 
expresión de la isoforma PKC correspondiente. El pellet, que contiene las membranas 
plasmáticas, se lava con 1 ml de medio de homogenización, se trata con 300 µl del medio 
de solubilización durante 1 hora, a 4ºC, y se somete a 15.000 x g para la eliminación de 
partículas no solubles de desecho. De ambas fracciones, se separó una pequeña porción 
para la determinación de su contenido en proteínas [Bradford, 1976]. La presencia, tanto en 
el citosol como en la membrana, de cada una de las isoformas PKC, se analizó por 
Western-Blot  (M&M, 12.1.), utilizando anticuerpos específicos para cada una de ellas. 
14.  DETERMINACIÓN de la EXPRESIÓN del GLUT-4 
Se analizó Glut-4 (proteína y ARNm) en el tejido adiposo de la rata normal y DT2. El 
análisis de ARNm se realizó mediante reacción en cadena de la polimerasa en tiempo 
real (RCP-TR), y el de la proteína, por Western blot.  
14.1. ARNm-Glut-4 
El procedimiento incluyó, por este orden, el aislamiento del ARN total y su cuantificación, 
la síntesis de ADN complementario (ADNc), y la determinación, con sondas específicas 
marcadas con un fluorocromo, de la cantidad  relativa de ARNm del glucotransportador. 
Aislamiento de ARN 
Se extrajo con TRI REAGENTTM, siguiendo las instrucciones proporcionadas por el 
fabricante. 
Material 
Centrífuga BECKMAN GS-15R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Centrífuga BECKMAN J-6B, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Reactivos 
TRI REAGENTTM, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
Cloroformo, Scharlau S.A., Barcelona, España. 
Isopropanol, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
Etanol, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Dietil pirocarbonato (DEPC), Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 






Etanol al 75% en agua destilada. 
Agua-DEPC, DEPC 0,1% en agua destilada. El DEPC se deja agitando durante toda la 
noche a temperatura ambiente. 
Procedimiento 
Todo el proceso se realizó en condiciones de esterilidad, con el fin de evitar 
contaminaciones con ARNasas. El tejido de estudio 500 µg se homogeneizó en 5 ml de 
TRI REAGENTTM, y a continuación se sedimentó el material extracelular a 12.000 g, 
durante 10 minutos a 4ºC, para su deshecho. El sobrenadante, que se distribuyó en 
fracciones de 1 ml, y se dejó reposar 5 minutos a temperatura ambiente, para asegurar 
la disociación de los complejos núcleo-proteicos. Tras ello, y a cada fracción, se 
añadieron 0,2 ml de cloroformo, se mezcló con ayuda de vórtex durante 15 segundos, y 
se dejó reposar a temperatura ambiente entre 2-15 minutos. A continuación, se 
centrifugó a 12.000 g, 15 minutos, con lo que se produce el fraccionamiento de la mezcla 
en tres fases, de las cuales, se recogió la acuosa (superior), que contiene el ARN. Ésta 
se pasó a otro tubo, en el que se añadió 0,5 ml de isopropanol; tras mezclar 
suavemente, se dejó reposar durante 5-10 minutos, y se sometió a 12.000 g, durante 10 
minutos a 4ºC. El sedimento (ARN), tras lavado con etanol al 75% y centrifugación 
(7.500 g, 5 minutos a 4ºC), se dejó secar a temperatura ambiente. Por último, el ARN 
obtenido se disolvió en 50 µl de agua-DEPC. Una porción de 10 µl se utilizó para la 
valoración de la concentración en ARN, que se cuantificó espectrofotométricamente a 
260/280 nm. El grado de pureza de la muestra se estimó por la relación de lecturas 
DO260/DO280, considerándose óptimo un resultado comprendido entre 1,7 y 2.  
Síntesis de ADNc 
A partir del ARN extraído (1µg), se sintetizó una copia de ADNc por transcripción 
reversa. Para ello, se utilizó un preparado comercial (High-Capacity cDNA Archive Kit), y 
se siguieron las instrucciones proporcionadas por el fabricante. 
Material 
Termociclador, PTC-100, MJ Research 
Reactivos 
High-Capacity cDNA Archive Kit: 10X RT Buffer, 25X dNTPs, 10X RP, Enzima 
MultiscribeTM Reverse Transcriptasa, Applied Biosystems 94404 EE.UU. 
 






RT: 2 µl de 10X RT Buffer, 0,8 µl de 25X dNTPs, 2 µl de 10X RP, 1 µl de Enzima 
MultiscribeTM Reverse Transcriptasa y 3,2 µl de agua-DEPC 
Procedimiento 
Se mezcla, suavemente, 1µg de ARN disuelto en 25 µl de agua-DEPC, con 25µl de 
medio RT, y se somete a tres incubaciones en el termociclador, en el siguiente orden: 10 
minutos a 25ºC, 120 minutos a 37ºC y 2 minutos a 95ºC. El ADNc obtenido (1µg/50µl) se 
conserva a -20ºC hasta continuar con el proceso de RT-PCR (reacción en cadena de la 
polimerasa). 
RT-PCR 
Con esta técnica, los procesos de amplificación y detección se producen de manera 
simultánea. Además, la fluorescencia emitida durante la amplificación indica la cantidad 
de ADN sintetizado en cada momento e, indirectamente, la de ARNm de la muestra. 
La sonda utilizada, específica del Glut 4, está marcada con un fluorocromo donador en el 
extremo 5´ y con otro aceptor en el 3´, de tal manera que, mientras permanezcan 
próximos, el fluorocromo en 3´ absorbe la emisión del primero. Sin embargo, tras la 
hibridación de las sondas con la cadena de ADNc, durante la amplificación, la actividad 
5´exonucleasa de Taq (polimerasa de Thermus aquaticus) hidroliza el extremo 5´ de la 
sonda, y se produce la fluorescencia que es detectada por el lector. 
Material 
Micro AmpTM, placa óptica 96 pocillos, Applied Biosystems 94404 USA 
Sequence Detection System, Abi Prism 7000, Applied Biosystems 94404 USA 
Reactivos 
TaqMan Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems 94404 USA 
TaqMan® Gene Expression Assays: Sonda GLUT -4, de rata, marcados con fluorocromo 
FAM y 18s eucariota, marcado con fluorocromo VIC, Applied Biosystems 94404 USA 
Procedimiento 
La reacción de amplificación se realizó en 2 µl de ADNc (M&M, 11.1) y en un volumen 
final de 20 µl con los cebadores del sistema Assays on Demand y los reactivos TaqMan 
Universal PCR Master Mix, siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante. 





Cada muestra fue analizada por triplicado, y el valor medio se utilizó para el cálculo de la 
expresión de ARNm. La cantidad de ARNm del gen de interés se normalizó con la de 
ARN ribosómico 18s (por el método de comparación del valor de 2-∆CT), que fue utilizado 
como control endógeno. Además, para evitar errores de manipulación, ambas sondas, la 
del glucotransportador y la del 18S, se hibridaron en el mismo pocillo. 
14.2. Proteína-Glut-4 
El procedimiento fue básicamente el descrito por nuestro laboratorio [Villanueva-Peñacarrilo y 
col., 2001]. Aquí también, el análisis del contenido en proteína Glut-4 de las membranas 
celulares aisladas de tejido adiposo, se llevó a cabo por la técnica de Western blot, ya 
descrita en detalle en el apartado 12.1 de este capítulo. En este caso, se utilizó un 
anticuerpo específico para el transportador (E. Merck, Alemania); además, para la 
normalización los resultados, se midió, en paralelo, el contenido en tubulina por 
inmunodetección de los geles con un suero anti-α-tubulina, basándonos en la premisa de 
que su valor permanece constante en la membrana, en cualquier condición. 
15. INFORMACIÓN de los RESULTADOS 
Los valores obtenidos se han expresado como media ± el error estándar de la media 
(EEM), junto con el número de observaciones (n). La significación estadística (p<0,05) 
de los incrementos fue valorada por el test de la t de Student, o por análisis de varianza 
(ANOVA) de una vía, seguido del Least Significant Differences (LSD) test para 
comparación múltiple post-hoc, mediante el programa Statistical Package for the Social 






1. CAPTACIÓN BASAL de GLUCOSA y EFECTO del GLP-1 y EXENDINAS, en el 
MIOCITO del OBESO MÓRBIDO respecto al SUJETO NORMAL 
La Tabla 1 recoge los valores de 2 deoxi-D-[1,2-3H] glucosa en miocitos en cultivo 
primario de pacientes afectos de obesidad mórbida, en relación al sujeto normal, y la 
acción a 10-8 M de GLP-1, Ex-4, Ex-9 e insulina.  
 
El valor de transporte de glucosa control –obtenido en ausencia de 
hormonas/péptidos– en la célula del obeso mórbido fue significativamente (p<0,001) 
menor (prácticamente la mitad) al previamente obtenido en nuestro laboratorio en 
células de sujeto normal [González y col., 2004]. Sin embargo, el miocito del obeso 
conservó su capacidad de respuesta al GLP-1 (Tabla1 y Fig. 6), y también a la Ex-4 y 
a la Ex-9 (Tabla 1 y Fig. 7), alcanzando con cada una de ellas un valor próximo al 
basal del sujeto normal. 
El estímulo inducido por GLP-1 sobre la captación del azúcar en el miocito del obeso 
mórbido resultó de la misma magnitud que el producido por insulina; sin embargo, 
cuando ambas hormonas estaban presentes en el medio de incubación, el incremento 
obtenido resultó no ser distinto al inducido por cada una de ellas estudiadas 
individualmente –al igual de lo previamente observado en células de sujeto normal 
[González y col. 2005a]– , sugiriendo, entre otras razones posibles, una desensibilización 
de la célula a esa concentración de ambas hormonas. 








14,6 ± 1,1 28,0 ± 1,3 * 20,6 ± 0,8 * 26,3 ± 1,6 * 21,3 ± 1,2 * 21,5 ± 0,8 *
Media ± EEM, n= número de sujetos. *p<0,01 vs basal, § p<0,001 vs normales en la misma condición.
Tabla 1. Transporte de glucosa (fmol glucosa/2x104 células) en miocitos de pacientes obesos
7, 0 ± 0,5 § 13,3 ± 0,6 * 14, 0 ± 0,8 *§ 13,4 ± 0,5 * 9,6 ± 0,4 * 13,8 ± 0,6 * §
Ex-9Ex-4















































Figura 6. Efecto del GLP-1 e insulina, a 10-8 M, y de la combinación de ambos, 
sobre la captación de 2-deoxi-D-[1,2-3H]glucosa en miocitos de obeso mórbido con 
relación al sujeto normal (       ), durante 35 minutos. Los resultados (media±EEM, 
n=4-6 sujetos) están expresados en porcentaje de incremento del valor medio basal 
del mismo individuo, obtenido en células incubadas en ausencia de péptido. 































Figura 7. Efecto de la Ex-4, Ex-9 y GLP-1, todos a 10-8 M, sobre la captación de 2-
deoxi-D-[1,2-3H]glucosa en miocitos de obeso mórbido con relación al sujeto normal
(    ) durante 35 minutos. Los resultados (media±EEM, n=6-4 sujetos) están 
expresados en porcentaje de incremento del valor medio basal del mismo individuo, 
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2. ACTIVIDAD GLUCÓGENO SINTASA a y EFECTO del GLP-1 y EXENDINAS, en 
el MIOCITO del OBESO MÓRBIDO RESPECTO al SUJETO NORMAL 
La Tabla 2 recoge los valores de actividad glucógeno sintasa a –medida como 
formación de glucógeno a partir de UDP-14C-glucosa– en miocitos en cultivo primario 
de cuatro pacientes afectos de obesidad mórbida, en relación a los obtenidos 
previamente en sujetos normales [González y col., 2005a] , y el efecto a 10-10 M de GLP-1, 
Ex-4, Ex-9 e insulina. 
 
En el miocito del obeso mórbido, el valor de actividad glucógeno sintasa a control, 
obtenido en ausencia de péptido, fue menor que el observado previamente en células 
de sujeto normal [Luque y col., 2002], si bien la diferencia no alcanzó significación 
estadística, quizás debido al número de pacientes incluidos. Sin embargo, la célula 
del obeso conservó su capacidad de respuesta a todos los péptidos/hormonas 
estudiados (Tabla 2 y Fig. 8). De hecho, los incrementos inducidos respectivamente 
por GLP-1, Ex-4 e insulina no sólo fueron estadísticamente significativos respecto a 
su valor basal, y también similares entre sí (media conjunta: 80±7% ∆, n=4 pacientes, 
p<0,01), sino que resultaron todos ellos mayores (p<0,05) respecto al estimulo 
inducido por éstos en células de sujeto normal (media conjunta: 46±3% ∆, n=22 
pacientes, p<0,001). 
Tabla 2. Actividad glucógeno sintasa a —medida como formación de glucógeno a partir de 








22 1,98 ± 0,10 * 2,00 ± 0,25 *1,92 ± 0,21 *
1,07 ± 0,15 * 0,78 ± 0,12  
1,30 ± 0,30
0,53 ± 0,13
1,69 ± 0,10 *
0,93 ± 0,12 * §1,02 ± 0,11 * §
Ex-9
Media ± EEM, n= número de sujetos. *p<0,01 vs basal, § p<0,001 vs normales en la misma condición.








































Figura 8. Efecto del GLP-1, Ex-4, Ex-9 e insulina, todos a 10-8 M, sobre la actividad 
glucogeno sintasa a en miocitos de obeso mórbido con relación al sujeto normal,     
(     ), durante 10 minutos en presencia de D-glucosa 5,5mM. Los resultados 
(media±EEM, n=4-22 sujetos) están expresados en porcentaje de incremento del 
valor medio basal del mismo individuo, obtenido en células incubadas en ausencia 
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3. ACTIVIDAD BASAL de ENZIMAS de SEÑALIZACIÓN y EFECTO del GLP-1 y 
EXENDINAS, en el MIOCITO del OBESO MÓRBIDO respecto al SUJETO 
NORMAL 
Si bien el incremento sobre el transporte de glucosa inducido por GLP-1, Ex-4, Ex-9 
fue similar, o mayor, en el miocito del obeso mórbido que en el sujeto normal, el valor 
neto de glucosa captada resultó, en todos los casos, incluida la insulina, ser menor. 
Por ello, quisimos examinar la actividad de distintas quinasas de conocida 
participación en el efecto del GLP-1, exendinas e insulina, sobre el transporte de 
glucosa al interior de la célula en otros sistemas celulares. 
Los resultados (Fig. 9) están expresados en porcentaje de incremento del valor 
control del sujeto normal, obtenido en células incubadas en ausencia de péptido. La 
actividad de todos los enzimas estudiados ─PI3K/PKB, p70s6K y MAPKs─ fue menor 
en el grupo de pacientes obesos que en el de los normales, representando un -44±7% 
∆ (p<0,05) del normal en el caso de la PI3K, el -36±4% ∆ (p<0,05) en el de la PKB, un 
-43±12% ∆ (p<0,05) en el de la p70s6K, y -33±6% ∆ y -19±5% ∆ (ambas p<0,05) en 
el caso de la p-44 y p-42 MAP quinasas, respectivamente. 
Al incubar los miocitos del obeso mórbido en presencia de cada uno de los 
péptidos/hormonas de estudio, observamos que la célula del obeso mantiene su 
capacidad de respuesta en relación a todos estos enzimas, como se describe a 
continuación. 
3.1. PI3K/PKB  
La figura 10 muestra, en miocitos obtenidos de siete obesos mórbidos, la acción del 
GLP-1, Ex-4 y Ex-9, todos a 10-9 M, y también la de la insulina, sobre la actividad PI3K 
(formación de PIP3), y sobre el grado de fosforilación de la PKB. Los resultados están 
expresados en porcentaje de incremento del valor control, obtenido en células 
incubadas en ausencia de péptido. 
Todos los péptidos/hormonas estudiados estimularon la actividad de la PI3K 
significativamente, excepto el GLP-1 (media conjunta: 100±11% ∆, n=7 pacientes, 
p<0,001), proporcionando un incremento mayor incluso al previamente detectado 
[Gonzalez y col., 2005a] en miocitos de sujeto normal (46±3% ∆, n=4 individuos, 
p<0,001). 
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Figura 9 . Actividad PI3K (PIP3), MAPKs, PKB y p70s6K (forma fosforilada: p-) en 
el miocito del paciente obeso mórbido (OB) con relación al sujeto normal (N). 
Western-Blot representativo de la actividad de los enzimas en el grupo de obesos   
y normales, y porcentaje de incremento en el grupo obeso respecto al normal 


































































Figura 10. Efecto del GLP-1, exendinas e insulina, todos a 10-9 M, sobre la 
actividad PI3K (formación de PIP3) y PKB (p-PKB), en miocitos de obeso mórbido, 
durante 3 minutos. Los resultados (media±EEM, n=7 obesos) están expresados en 
porcentaje de incremento del valor medio basal del mismo individuo, obtenido en 
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Además, cualquiera de los péptidos/hormonas estudiados también estimuló, 
significativamente, la actividad PKB (Fig. 10), observándose un efecto conjunto de 
94±11% ∆, n=4 pacientes (p<0,01), también mayor al obtenido previamente en células 
de sujeto normal (40±5% ∆, n=4 individuos, p<0,01). 
3.2. MAPKs 
Las figura 11 muestra, en miocitos obtenidos de seis obesos mórbidos, la acción del 
GLP-1 e insulina, ambos a 10-9 M, sobre el grado de fosforilación de p44/p42 MAP 
quinasas. Los resultados están expresados en porcentaje de incremento del valor 
control de la fracción fosforilada respecto a la total, obtenido en células incubadas en 
ausencia de péptido.  
Los estímulos inducidos, respectivamente, por GLP-1 e insulina, sobre la p44 MAPK, 
fueron muy similares no sólo entre sí (media conjunta: 59±8% ∆, n=6 pacientes, 
p<0,01) sino también al efecto de ambos en el miocito del sujeto normal (media 
conjunta: 50±10% ∆, n=8 individuos, p<0,01); y lo mismo se detectó en relación a la 
p42-MAPK (media conjunta del obeso: 51±11% ∆, n=6, p<0,001; media conjunta del 
normal; 52±7% ∆, n=8, p<0,001), si bien el incremento inducido por insulina no 
alcanzó significación estadística. 
La figura 12 muestra el efecto estimulador de la Ex-4 y Ex-9 sobre las MAPKs en seis 
sujetos obesos mórbidos. La acción de la Ex-4 sobre la p44 MAPK (media conjunta: 
75±18% ∆ basal, n=6 pacientes p<0,01) fue aparentemente mayor que el efecto 
inducido por Ex-9 (media conjunta: 54±10% ∆ basal, n=8 sujetos, p<0,01). En ambos 
casos, el efecto no fue distinto al detectado en células de sujeto normal. 
El incremento inducido tanto por Ex-4 como por Ex-9, ambas a 10-9 M, sobre la p42 
MAPK fue similar entre sí (media conjunta: 60±9% ∆ basal, n=6 pacientes, p<0,001), y 
también a sus respectivos efectos sobre la célula normal: (media conjunta: 44±7% ∆ 
basal, n=8 sujetos, p<0,001)  
3.3. p70s6k 
La figura 13 muestra, en miocitos obtenidos de cuatro obesos mórbidos, que al igual 
a lo previamente detectado en el miocito del sujeto normal [Gonzalez y col., 2005a], el 




Figura 11. Efecto del GLP-1 e insulina, ambos a 10-9 M, sobre el grado de 
fosforilación de la p44 y p42 MAP quinasas, en miocitos de obeso mórbido, durante 
3 minutos. Los resultados (media±EEM, n=6 obesos) están expresados en 
porcentaje de incremento del valor medio basal del mismo individuo, obtenido en 




























































Figura 12. Efecto de la Ex-4 y Ex-9, ambas a 10-9 M, sobre el grado de fosforilación 
de la p44 y p42 MAPquinasa, en miocitos de obeso mórbido, durante 3 minutos. 
Los resultados (media± EEM, n=6 obesos) están expresados en porcentaje de 
incremento del valor medio de cada individuo, obtenido en células incubadas en 






















































Figura 13. Efecto del GLP-1, exendinas, e insulina todos a 10-9 M, sobre el grado 
de fosforilación de la p70S6k, en miocitos de obeso mórbido, durante 3 minutos. 
Los resultados (media±EEM, n=4 obesos) están expresados en porcentaje de 
incremento del valor medio basal del mismo individuo, obtenido en células 
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GLP-1, y también la insulina (p<0,02) incrementan, el grado de fosforilación de la 
p70s6K. Además, el efecto de ambos, GLP-1 e insulina, fue similar al detectado en el 
sujeto normal. Como en el miocito del sujeto normal, no se observó modificación 
alguna en la actividad del enzima por Ex-4, ni tampoco por Ex-9. 
 
4. EFECTO del GLP-1 y EXENDINAS sobre la TRANSLOCACIÓN de ISOFORMAS 
PKC, en el MIOCITO del SUJETO NORMAL 
Previamente, habíamos observado que la presencia de dos inhibidores propuestos de 
la PKC, el H7 y el Ro 31-8220 –un derivado de estaurosporina y potente inhibidor 
bisindolmaleimida de varias isoformas de PKC–, reducían, significativamente, el 
transporte de glucosa inducido por GLP-1 y exendinas en células musculares en 
cultivo primario procedente de sujetos normales [Gonzalez y col., 2005a]; sin embargo, el 
H7 y el Ro 31-8220 no son específicos para ninguna de las isoformas PKC en 
concreto [Davies y col., 2000]. En un intento por aproximar más esa posible participación 
de ciertas isoformas PKC, hemos medido la acción del GLP-1, y también de la Ex-4, 
Ex-9 e insulina, sobre la translocación de algunas consideradas mayoritarias –PKC-θ , 
PKC-ε, PKC-λ– en el músculo esquelético [Osada y col., 1992]. 
Los resultados están expresados en porcentaje de incremento del valor medio control 
del mismo individuo, obtenido en células incubadas en ausencia de péptido durante 
cada periodo de tiempo estudiado. 
4.1. PKC-θ 
La figura 14 muestra la acción de GLP-1 e insulina, a 10-9 M, sobre la translocación 
de la isoforma θ de la PKC, del citosol a la membrana plasmática, en miocitos de 
cuatro sujetos normales, a 2 y 15 minutos de incubación.  
El GLP-1 indujo, a los 2 minutos, una aparente reducción del contenido de la PKC-θ 
en el citosol (-28±10% ∆ control), que fue acompañado de un incremento de su 
presencia en la membrana (80±11% ∆, p<0,02). A los 15 minutos de incubación, no 
se detectó modificación en la cantidad de esta isoforma en el citosol, pero sí una 
reducción significativa en la membrana plasmática (-41±2% ∆, p<0,001). 
Con insulina, el patrón de respuesta de la PKC-θ fue similar al detectado con GLP-1. 
De hecho, a los 2 minutos de incubación, se produjo un descenso en el citosol (-
31±8% ∆, p<0,05), que coincidió con un incremento de su contenido en la membrana 
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(66±23% ∆); a los 15 minutos, y como en el caso del GLP-1, no se observó una 
modificación del contenido de esta isoforma en el citosol, pero sí una reducción 
importante de su presencia en la membrana (-32±7% ∆, p<0,05). 
Con Ex-4 y Ex-9 (Fig. 15), no pudimos detectar ningún cambio en la concentración de 
la PKC-θ en el citosol a los dos minutos de incubación; sin embargo, tanto con Ex-4 
como con Ex-9, se detectó un incremento claro de esta isoforma en la membrana 
plasmática (Ex-4: 183±26% ∆, p<0,05; Ex-9: 228±45% ∆, p<0,02). 
A los 15 minutos de incubación, pudimos observar no sólo un descenso de la 
concentración de la PKC-θ en el citosol por efecto de la Ex-4 (-31±2% ∆, p<0,001), 
sino también en la membrana plasmática (-34±3% ∆, p<0,001); en el caso de la Ex-9 
no se produjo modificación aparente del contenido de esta isoforma en el citosol pero, 
al igual que con Ex-4, sí se redujo, aunque en menor grado, su concentración en la 
membrana (-12±2% ∆, p<0,01). 
4.2. PKC- λ 
La figura 16 muestra la acción de GLP-1 e insulina, a 10-9 M, sobre la translocación 
de la isoforma λ de la PKC, del citosol a la membrana plasmática, en miocitos de 
cuatro sujetos normales, a 2 y 15 minutos de incubación.  
El GLP-1 indujo, a los 2 minutos, una aparente reducción del contenido de la PKC-λ        
(-27±16% ∆ control), que fue acompañado de un incremento de su concentración en 
la membrana plasmática (70±7% ∆, p<0,01). A los 15 minutos de incubación, no se 
detectó modificación en la cantidad de esta isoforma en el citosol, pero sí una 
reducción significativa de su presencia en la membrana (-15±1% ∆, p<0,001). 
Con insulina, el patrón de respuesta de la PKC-λ fue similar al detectado con GLP-1. 
De hecho, a los 2 minutos de incubación se produjo un descenso en el citosol (-
30±11% ∆), que coincidió con un incremento de su contenido en la membrana 
(29±7% ∆, p<0,05); a los 15 minutos, y como en el caso del GLP-1, no se detectó 


















































Figura 14. Efecto del GLP-1(    ) e insulina (    ), ambos a 10-9 M, sobre la 
traslocación de la isoforma θ de la PKC, del citosol a la membrana plasmática, en 
miocitos de sujeto normal. Los resultados (Media±EEM, n=4 sujetos) están 
expresados en porcentaje de incremento del valor medio control del mismo individuo, 
obtenido en células incubadas en ausencia de péptido durante el periodo señalado. 




























































Figura 15. Efecto del Ex-4 (      ) y Ex-9 (      ),  ambas a 10-9 M, sobre la 
translocación de la isoforma θ de la PKC, del citosol a la membrana plasmática, en 
miocitos de sujeto normal. Los resultados (Media±EEM, n=4 sujetos) están 
expresados en porcentaje de incremento del valor medio control del mismo individuo, 
obtenido en células incubadas en ausencia de péptido durante el periodo señalado. 



























































Figura 16. Efecto del GLP-1(    ) e insulina (    ), ambos a 10-9 M, sobre la 
traslocación de la isoforma λ de la PKC, del citosol a la membrana plasmática, en 
miocitos de sujeto normal. Los resultados (Media±EEM, n=4 sujetos) están 
expresados en porcentaje de incremento del valor medio control del mismo individuo, 
obtenido en células incubadas en ausencia de péptido durante el periodo señalado. 





















Con Ex-4 (Fig. 17), se produjo un descenso de la PKC-λ en el citosol (-80±4% ∆, 
p<0,05) a los dos minutos de incubación, que coincidió con un claro aumento de su 
presencia en la membrana (94±20% ∆, p<0,02); a los 15 minutos, sin embargo, no se 
pudo detectar modificación alguna del contenido de esta isoforma en ninguna de las 
dos fracciones. 
Con Ex-9, el patrón de respuesta de la PKC-λ fue similar al producido por Ex-4, tanto  
a los 2 como a los 15 minutos. De hecho, a los 2 minutos de incubación, se observó 
una reducción del contenido de esta isoforma en el citosol (-43±12% ∆, p<0,05), 
acompañado por un claro aumento de su presencia en la membrana plasmática 
(57±8% ∆, p<0,05). 
4.3. PKC-ε 
El GLP-1 y la insulina, y a diferencia de lo observado a los 2 minutos de incubación 
para las dos isoformas anteriormente mostradas, no modificaron, significativamente, 
la concentración de la PKC-ε (Fig. 18) en el citosol ni en la membrana plasmática, si 
bien en el citosol ambas hormonas parecieron inducir un ligero descenso. Sin 
embargo, a los 15 minutos, tanto con GLP-1 como con insulina se detectó un 
descenso de esta isoforma en el citosol, ligero en ambos casos, pero, además, un 
decremento significativo en la membrana, tanto en el caso del GLP-1 (-26±6% ∆, 
p<0,05) como en el de la insulina (-45±6% ∆, p<0,01). 
Al igual que el GLP-1 y la insulina, la Ex-4 (Fig. 19) tampoco modificó, a los 2 minutos 
de incubación, la expresión de la PKC-ε en el citosol ni en la membrana plasmática; 
pero con Ex-9 sí se detectó una disminución importante en el citosol (-51±5% ∆, 
p<0,01), que no fue acompañada, en este caso, por una alteración de su 
concentración en la membrana. A los 15 minutos, sin embargo, sí se observó, con Ex-
9, un aumento en el citosol (43±12% ∆, p<0,05) y, curiosamente, también en la 
membrana plasmática (42±11% ∆, p<0,05), efecto distinto al de la Ex-4, con la cual no 
se produjo modificación alguna de la concentración de esta isoforma en ninguna de 
las dos fracciones. 
  






































Figura 17. Efecto del Ex-4 (      ) y Ex-9 (      ),  ambas a 10-9 M, sobre la 
translocación de la isoforma λ de la PKC, del citosol a la membrana plasmática, en 
miocitos de sujeto normal. Los resultados (Media±EEM, n=4 sujetos) están 
expresados en porcentaje de incremento del valor medio control del mismo individuo, 
obtenido en células incubadas en ausencia de péptido durante el periodo señalado. 























































Figura 18. Efecto del GLP-1(    ) e insulina (    ), ambos a 10-9 M, sobre la 
translocación de la isoforma ε de la PKC, del citosol a la membrana plasmática, en 
miocitos de sujeto normal. Los resultados (Media±EEM, n=4 sujetos) están 
expresados en porcentaje de incremento del valor medio control del mismo individuo, 
obtenido en células incubadas en ausencia de péptido durante el periodo señalado. 





















































Figura 19. Efecto del Ex-4 (      ) y Ex-9 (      ),  ambas a 10-9 M, sobre la 
translocación de la isoforma ε de la PKC, del citosol a la membrana plasmática, en 
miocitos de sujeto normal. Los resultados (Media±EEM, n=4 sujetos) están 
expresados en porcentaje de incremento del valor medio control del mismo individuo, 
obtenido en células incubadas en ausencia de péptido durante el periodo señalado. 
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5. TRATAMIENTO PROLONGADO con Ex-4 sobre la EXPRESIÓN del GLUT-4, en 
el TEJIDO ADIPOSO de la RATA NORMAL y DIABÉTICA TIPO 2 
Resultados previos de nuestro laboratorio documentaron que el GLP-1, en tratamiento 
sostenido, modula la expresión de los glucotransportadores mayoritarios en tejidos 
extrapancreáticos participantes en el metabolismo de la glucosa y/o lípidos, tanto en 
la rata normal como en dos modelos de diabetes experimental, tipo 1 y tipo 2, 
inducidos en la rata con estreptozotocina [Villanueva y col., 2001]. Por otro lado, también 
hemos informado de que el tratamiento sostenido con Ex-4 de la rata modelo 
experimental de diabetes experimental tipo 2, incrementa el transporte de glucosa en 
el músculo esquelético, inicialmente disminuido respecto al del usado de la rata 
normal; sin embargo, no provoca, en  apariencia, modificación de los valores de 
ARNm y proteína Glut-4, en un principio, iguales y menores, respectivamente, a los de 
la rata normal; además, la Ex-4 induce un incremento en la acumulación de glucógeno 
hepático, tendente hacia la normalización del valor, inicialmente más bajo que el de la 
rata normal y ejerce un efecto estimulador sobre la expresión, previamente alterada, 
del glucotransportador Glut-4 [Arnés y col, 2008b]. 
Por lo anterior, quisimos conocer el efecto de la administración continua de Ex-4 –tres 
días– sobre el transporte de glucosa en el adipocito de la diabética tipo 2 respecto a la 
normal –basal y estimulado por insulina–, y también su acción sobre la expresión del 
Glut-4 en el tejido adiposo en ambos grupos, diabética tipo 2 (DT2) y normal (N). 
5.1. Transporte de glucosa 
Sabíamos que la captación basal de glucosa en el adipocito del modelo de diabetes 
tipo 2 aquí utilizado (DT2) es significativamente más alta que la de células de rata 
normal [Sancho y col., 2005]. Cuando un grupo de cuatro ratas normales y cuatro 
diabéticas fueron sometidas en este trabajo a tratamiento de tres días con Ex-4, el 
transporte basal de glucosa en el adipocito de la diabética (20,9±1,7 fmol/105 células) 
–obtenido en células incubadas en ausencia de péptido–, si bien menor (p<0,001) que 
el previamente detectado de la DT2-control no tratada, de nuevo resultó ser mayor 
(p<0,05) que el de la normal tras Ex-4 (16,6±1,3 fmol/105 células), y el de ésta, a su 
vez, menor (p<0,001) que el de la normal no tratada. No obstante lo anterior, tras 
tratamiento con Ex-4, la presencia de insulina 10-9 M en el medio de incubación indujo 
un incremento significativo de la captación del azúcar, tanto en la rata normal 
(136±7% basal obtenido en ausencia de insulina, p<0,01) como en la DT2 (169±13% 
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basal, p<0,02); además, el incremento inducido por insulina sobre el transporte de 
glucosa en el adipocito de la rata DT2 tratada con Ex-4, resultó ser incluso mayor 
(p<0,05) que el obtenido en la normal en la misma condición, con lo que el valor neto 
de azúcar captada fue, en apariencia, sensiblemente superior. 
 
5.2. Expresión génica del Glut-4 (Fig. 20) 
A pesar de que el adipocito de la rata DT2 tiene un transporte basal de glucosa mayor 
que el de la rata normal, el ARNm del glucotransportador mayoritario en el tejido 
adiposo resultó ser significativamente menor (0,84±0,09 veces N, p<0,01), y también 
lo fue la cantidad de proteína Glut-4 (-28±2% ∆, p<0,001), confirmándose con ello 
observaciones previas de nuestro laboratorio [Villanueva-Peñacarrillo, 2008]. 
El tratamiento con Ex-4 no modificó el valor inicial de expresión del mARN del Glut-4 
en la rata normal, si bien se detectó un ligero aumento en la diabética. Sin embargo, 
en la rata DT2, la Ex-4, que no modificó los valores de proteína en la normal, sí 
produjo una estimulación del proceso de traducción génica del glucotransportador en 
la DT2, proporcionando un claro incremento, hacia la normalización, en el valor 
inicialmente reducido de la proteína Glut-4 (51±13% ∆ de DT2-control no tratada, 
p<0,05).         
22,6 ± 7 ‡
35,3 ± 13 ‡ §
10-9 M Insulina
16,6 ± 1,3 *27,2 ± 0,8 51,9 ± 12 *
68,4 ± 1,7 *





45,0 ± 2,7 §
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Salino Ex-4 Salino Ex-4
Media ± EEM, n= número de ratas. *p<0,05 vs basal-salino, § p<0,05 vs normal, ‡ p<0,05 vs tratada Ex-4-basal en la misma condición.
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Figura 20. Efecto del tratamiento prolongado con  Ex-4 (        ) sobre la expresión 
de Glut-4 —ARNm y proteína—, en el tejido adiposo de la rata normal (N:      ) y 
diabética  tipo 2 (DT2:       ). Los resultados (media±EEM), correspondientes a 5-8 
ratas, están expresados, respectivamente, en cantidad relativa y porcentaje del 




































































































La Ex-4, que es estructuralmente homóloga al GLP-1 y, también agonista de su 
acción en muchos sistemas celulares, tiene sin embargo un efecto antidiabético 
mucho más prolongado y potente, posiblemente debido a que carece de puntos 
sensibles a degradación por DPP-IV. Si bien procede de un reptil saurio, se ha 
buscado sin éxito su homólogo en mamíferos [Pohl y Wank,1998]; de hecho, tampoco se 
tiene conocimiento de la existencia de un receptor específico para Ex-4 en tejidos del 
hombre u otros mamíferos; no obstante, el carácter agonista y antagonista, 
respectivamente, de la Ex-4 y su forma truncada, Ex-9, sobre el receptor del GLP-1 en 
distintos sistemas celulares [Doyle y Egan, 2001], y también de su acción insulinotrópica 
[Cancelas y col., 2001a y 2001b], está bien documentado. En el músculo esquelético de la 
rata, en concreto, se ha observado que la unión específica máxima del GLP-1 a su 
receptor de membrana, no sólo es desplazable por el propio GLP-1 [Delgado y col., 1995] 
sino también por Ex-4, con una afinidad, sin embargo, ligeramente menor. Ello hace 
pensar que las acciones ya descritas de la Ex-4 sobre el metabolismo de la glucosa 
en el músculo [Alcántara y col., 1997] ocurren, al menos en parte, a través del propio 
receptor del GLP-1, tal y como se ha propuesto en otros tejidos [Raufman y col., 1992]                                               
Se ha demostrado que el obeso mórbido cursa con una secreción del GLP-1 
deficitaria, y esta incretina podría intervenir en la recuperación de sus condiciones 
metabólicas del obeso, manifestada tras cirugía bariátrica [Valverde y col., 2005]. 
Para este estudio, hemos utilizado células musculares aisladas y diferenciadas de 
músculo esquelético humano, dado que los miotúbulos en cultivo primario mantienen 
un estrecho paralelismo de características metabólicas con las del propio tejido intacto 
[Ciaraldi y col., 1995; Henry y col., 1995], erigiéndose así                              un modelo 
idóneo para el análisis del metabolismo de la glucosa en el hombre. De hecho, se ha 
documentado que la exposición de estas células a altas concentraciones de insulina 
durante el periodo de fusión/diferenciación, produce en ellas una resistencia severa a 
la hormona, a través de múltiples defectos post-traducción, que afectan tanto a la 
cinética como a la actividad absoluta de la glucógeno sintasa [Henry y col., 1996]. 
En el miocito en cultivo primario del obeso mórbido, hemos observado, en este 
trabajo, que la Ex-4 induce in vitro una estimulación del transporte de glucosa, 
inicialmente reducido respecto al de la célula del sujeto normal, y que el 
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incremento obtenido, si bien es similar en magnitud al observado en el individuo 
normal, su valor neto de captación del azúcar, es sin embargo, menor. 
A diferencia de la Ex-4, el GLP-1 y también la Ex-9, producen en el miocito del obeso 
un aumento en la captación del azúcar, que aproxima los valores a los iniciales en el 
sujeto normal; además, mientras que el GLP-1 también estimula la actividad 
glucógeno sintasa a en el miocito del obeso, igualando el valor neto con el producido 
en la célula del sujeto normal, el estímulo inducido por Ex-4, si bien en incremento fue 
aparentemente similar al del GLP-1, el valor alcanzado, también en este caso, fue 
menor. En este grupo de pacientes obesos mórbidos, el efecto de la insulina fue 
similar en magnitud al del GLP-1, tanto en lo relativo a la captación del azúcar como a 
su metabolización.  
El efecto estimulador sobre ambos parámetros de la Ex-9, péptido agonista de la 
acción del GLP-1 y Ex-4 en el miocito humano, [Luque y col., 2002] ha sido también 
detectado en el adipocito de rata [Sancho y col., 2005], en el que la Ex-9 no sólo estimula 
el transporte de glucosa sino que su efecto es aditivo al de la Ex-4. Hay que tomar en 
consideración, sin embargo, que en el miocito humano, si bien la Ex-4, como el     
GLP-1, no modifica el contenido celular de AMPc –indicativo de que el receptor 
utilizado no está asociado al sistema adenilato ciclasa-AMPc, a diferencia del 
pancreático [Thorens y col., 1992]–, la Ex-9 lo incrementa significativamente [Luque y col., 
2002], lo que sugiere una utilización, por su parte, de un mecanismo/receptor distinto al 
del GLP-1 o Ex4. Por otro lado, la observada falta de acción de la Ex-9 sobre la 
captación del azúcar por el músculo esquelético de la rata, podría también ser debida, 
aunque es poco probable, a que su afinidad por el receptor del GLP-1 sea cien veces 
inferior [Arnés y col., 2008a]. Esta diversidad en las características de acción de ambas 
exendinas en relación a la del GLP-1, podrían justificarse en base a especificidades 
de tejido y/o también de especie.  
No obstante lo anterior, la Ex-9 parece ser también un péptido prometedor a 
considerar en la terapia de ciertas patologías en el hombre, que cursen o puedan 
cursar con un metabolismo de la glucosa alterado. 
El miocito del obeso mórbido incluido en este trabajo presentó una actividad quinasas    
–PI3K, PKB, p70s6K y MAPKs– sensiblemente menor que la del sujeto normal. Este 
mismo fenómeno había sido previamente observado en el adipocito de estos 
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pacientes [Sancho y col., 2007], en los que, sin embargo, la célula adiposa no responde a 
la Ex-4 y  Ex-9 ni tampoco al GLP-1, pero sí lo hace a la insulina en relación al 
transporte de glucosa [Sancho y col., 2007]. 
Al margen de que los miocitos de los obesos estudiados tengan una actividad quinasa 
basal, en general menor que la del sujeto normal, todos los enzimas analizados 
responden con normalidad a cualquiera de los péptidos/hormonas incluidos en el 
estudio, excepto la p70s6K, que no sufre modificación frente a ninguna de las dos 
exendinas. No obstante, si bien la célula del obeso conserva su capacidad de 
respuesta a ambas exendinas en relación al transporte de glucosa, cabría pensar que 
este enzima, la p70s6K, no tiene, en realidad, una función esencial en el proceso. De 
hecho, ello está de acuerdo con observaciones previas en miocitos de sujetos 
normales, en los cuales, ninguna de las dos exendinas modifica la actividad de este 
enzima [Gonzalez y col., 2005a] aunque, sin embargo, ambas ejercen un efecto 
estimulador, como el del GLP-1 e insulina, sobre el metabolismo lipídico del adipocito 
de estos pacientes [Sancho y col., 2007]. Estas actividades quinasas alteradas en el 
músculo del grupo de pacientes obesos de este trabajo que, por otro lado, no 
presentaban aparentemente resistencia a la insulina, podría ser un reflejo de lo ya 
propuesto sobre que el tejido adiposo sería el lugar donde se inicia la resistencia a 
insulina, actuando después como señero en el desarrollo del problema en otros 
tejidos –hígado y músculo– [Smith, 2002]. 
De hecho, en un estudio previo de nuestro laboratorio, adipocitos de obesos mórbido, 
que tampoco cursaban con resistencia a insulina o diabetes tipo 2, tenían una 
actividad reducida de estas quinasa [Sancho  y col., 2007]; y además, también 
observamos una disminución en la actividad de las mismas en miocitos de pacientes 
diabéticos tipo 2  [Gonzalez y col., 2005b]. 
Por otro lado, la participación de estas quinasas en la estimulación por GLP-1 y 
exendinas de parámetros relacionados con el metabolismo de la glucosa en el 
músculo, ya había sido documentada en células musculares de sujetos sanos 
[Gonzalez y col., 2005a]. Sin embargo, los inhibidores utilizados, y únicos disponibles 
[Davies  y col., 2000], con el fin de definir la implicación de la PKC, si bien sugerían una 
función este enzima, no permitían en modo alguno ajustar la información sobre qué 
isoformas serían las más importantes. Por ello, en un intento por resolver el problema, 
estudiamos en este trabajo la translocación de isoformas mayoritarias en el músculo 
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[Osada y col., 1992]. Los resultados del estudio muestran que tanto la PKC- θ como la -λ 
sufren una translocación rápida del citosol a la membrana, tanto por efecto del GLP-1 
e insulina como de ambas exendinas, lo cual no ocurre con la PKC- ε. Si bien este 
hallazgo no permite definir cual de estas isoforma, θ o λ, es la esencial en el efecto de 
cada uno de estos péptidos sobre el metabolismo de la glucosa en el músculo 
esquelético ―al carecer de inhibidores específicos para cada una de ellas―, sí 
permiten presuponer que al menos una de las dos tiene una participación esencial. De 
hecho, hace ya tiempo se propuso la participación de la PKC-θ en el transporte de 
glucosa inducido por insulina  [Farese y col., 1992; Farese y col., 2005]. 
A la vista de los resultados obtenidos en el músculo esquelético del obeso mórbido 
quisimos ampliar el conocimiento del efecto de la Ex-4 sobre el transporte de glucosa 
y expresión del Glut-4 en el tejido adiposo en situación diabética, para lo que hemos 
utilizado un modelo de diabetes tipo 2 inducido en la rata por tratamiento con 
estreptozotocina al nacer. En este modelo de rata diabética, sabíamos que la 
administración continua de Ex-4 incrementa el transporte de glucosa en el músculo 
esquelético, inicialmente disminuido respecto al de la rata normal; sin embargo, no 
provoca, en  apariencia, modificación de los valores de ARNm y proteína Glut-4, en un 
principio iguales y menores, respectivamente, que los de la rata normal [Arnés y col., 
2008b]. También, la Ex-4, en tratamiento sostenido, induce un incremento en la 
acumulación de glucógeno hepático, tendente hacia la normalización del valor 
inicialmente más bajo que el de la rata normal; y además, ejerce un efecto 
estimulador sobre la expresión del glucotransportador Glut-2, tanto proteína como 
ARNm, cuyo nivel inicial es, respectivamente, mayor y menor, de lo normal. Por otro 
lado, este efecto de la Ex-4 en la rata diabética, iguala los niveles de expresión génica 
del glucotransportador con los de la rata normal tratada con Ex-4 [Arnés y col., 2008b]. 
En el tejido adiposo del modelo de la rata diabética tipo 2, el transporte de glucosa es 
mayor que el de la rata normal [Sancho y col., 2005], y permanece alto, aunque en menor 
medida, tras tratamiento con Ex-4 –presente estudio–. No obstante, la capacidad de la 
célula diabética para incorporar glucosa en presencia de insulina, no sólo se mantiene 
tras tratamiento con Ex-4, sino que el incremento es, aparentemente, incluso mayor 
que el inducido por insulina en el adipocito de la rata normal tratada con Ex-4. La 
expresión del glucotransportador Glut-4 –tanto proteína como ARNm–, en el tejido 
adiposo de la rata diabética de este trabajo, es menor que la de la rata normal –de 
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nuevo igual a resultados previos–, sufre una estimulación del proceso de traducción 
génica del glucotransportador tras tratamiento sostenido con Ex-4, que da como 
resultado un incremento en la proteína Glut-4.  
Unos valores alterados de expresión de glucotransportadores en este mismo modelo 
de diabetes experimental, tanto Glut-2 como Glut-4, ya habían sido informados por 
nuestro laboratorio [Villanueva-Peñacarrillo y col., 2001], que en el caso del Glut-2 podría ser 
quizás debido a una más alta concentración de glucosa circulante [Burcelin y col., 2000]; 
además, el GLP-1, en administración exógena sostenida, se vio que ejerce un control 
sobre la expresión del Glut-2 y Glut-4 tanto en la rata normal como en el mismo 
modelo de diabetes experimental tipo 2 aquí utilizado [Villanueva-Peñacarrillo y col., 2001]. 
En concreto, ambas exendinas pueden tener una acción reguladora del transporte y 
metabolismo de glucosa en el músculo esquelético en el hombre afecto de obesidad 
mórbida, propiedad que podría ser ejercida, entre otros mecanismos, a través de su 
acción normalizadora sobre la actividad de quinasas de señalización celular; además, 
la exendina-4 podría tener un efecto, también tendente hacía la normalidad, sobre la 
expresión del glucotransportador mayoritario en el tejido adiposo, inicialmente alterada 
en situación diabética. Lo anterior añade información sobre el modo de acción de 
estos péptidos, de los cuales, la exendina-4 ya se está utilizando con fines 
terapéuticos en pacientes afectos de un metabolismo de la glucosa alterado. 
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CONCLUSIONES 
En el músculo esquelético del hombre normal… 
El GLP-1, como la insulina, estimula, en el miocito, la actividad de las isoformas θ 
y λ de la PKC, que se manifiesta en un rápido descenso de su concentración en el 
citosol, acompañado de un incremento de su presencia en la membrana 
plasmática. 
La Ex-4, y también la Ex-9, inducen un aumento rápido y claro en la concentración 
de la PKC-θ y PKC-λ en la membrana plasmática, que va acompañado de un ligero 
descenso de su presencia en el citosol. 
En el músculo esquelético del paciente obeso mórbido... 
La captación de glucosa es menor que en el sujeto normal, y también lo es la 
actividad glucógeno sintasa a. Sin embargo, y en relación a ambos parámetros, la 
célula conserva su capacidad de respuesta al GLP-1, Ex-4 e insulina, y también a 
la Ex-9, si bien, en este último caso, no se detecta incremento en la actividad de la 
glucógeno sintasa a. 
La actividad de todas las quinasas estudiadas –PI3K, PKB, p70s6k y MAPKs– es 
sensiblemente menor que la correspondiente en el sujeto normal. Aun así, tanto el 
GLP-1 como la Ex-4, Ex-9 e insulina, inducen, respectivamente, un incremento en 
la de PI3K y PKB, que es incluso mayor que el producido en el sujeto normal, 
mientras que su efecto sobre la p44-MAP quinasa resultó ser similar. Ninguna de 
las dos exendinas, al igual que lo previamente observado en el sujeto normal, 
modifica la actividad p70s6k, lo que es indicativo de la falta de participación de 
este enzima en la acción de ambos péptidos. 
En el adipocito del modelo de rata diabética tipo 2… 
El transporte de glucosa es mayor que en el de la rata normal; sin embargo, la 
expresión del glucotransportador Glut-4, mayoritario en el tejido adiposo, es menor     
–tanto proteína como ARNm–. 
El tratamiento prolongado con Ex-4 del modelo de rata diabética tipo 2... 
Reduce ligeramente el transporte de glucosa basal, e induce una respuesta a 
insulina, mayor que la del adipocito no sólo de la rata diabética no tratada, sino 
también de la normal. No modifica la expresión inicial del ARNm del Glut-4 en el 
tejido adiposo; sin embargo, la acción sostenida de la Ex-4 ejerce una estimulación 
del proceso de traducción génica del glucotrasportador, que da como resultado un 
incremento en la proteína Glut-4. 
En concreto, ambas exendinas parecen tener una acción reguladora del 
transporte y metabolismo de glucosa en el músculo esquelético del hombre 
afecto de obesidad mórbida, propiedad que puede ser ejercida, entre otros 
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mecanismos, a través de su efecto normalizador sobre la actividad de quinasas 
de señalización celular; además, la exendina-4 podría también ser un agente 
normalizador de la expresión del glucotransportador mayoritario en el tejido 
adiposo, inicialmente alterada en situación diabética. Lo anterior añade 
información sobre el modo de acción de estos péptidos, de los cuales, la 
exendina-4 ya se está utilizando con fines terapéuticos en pacientes con un 
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ABREVIATURAS 
AGNE ..........................................................................................................................  ácido graso no esterificado 
Akt ............................................................................................................................................. proteína quinasa B 
AMPc ......................................................................................................................adenosín monofosfato cíclico 
ANOVA ...............................................................................................................................  análisis de la varianza 
ATP.............................................................................................................................................adenosín trifosfato 
BSA ...............................................................................................................................  albúmina de suero bovina 
Ci ......................................................................................................................................................................curio 
DMEM...................................................................................................... Dulbecco´s Modified Eagle Medium 
DPP-IV ..................................................................................................................................... dipeptidil peptidasa 
DT2 ...................................................................... modelo diabetes tipo 2 generado con streptozotocina al nacer 
EDTA ................................................................................................................. ácido etilén-diaminotetraacético 
EEM ........................................................................................................................ error estándar de la media 
Ex-4 .......................................................................................................................................................  exendina 4 
Ex-9 .......................................................................................................................................................  exendina 9 
FBS ...................................................................................................................................... suero fetal bovino 
GIP.................................................................................... péptido secretor de insulina dependiente de glucosa 
GLP.......................................................................................................................................  glucagon-like peptide 
GLUT ..............................................................................................................................  transportador de glucosa 
GSa.......................................................................................................................................... glucógeno sintasa a 
HbH................................................................................................................................... hemoglobina glicosilada 
HDL ..........................................................................................................................  lipoproteína de alta densidad 
HEPES ............................................................................ ácido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil]-etanosulfónico 
IMC ................................................................................................................................... índice de masa corporal 
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IPG ............................................................................................................................................ inositolfosfoglicano 
K..................................................................................................................... coeficiente de utilización de glucosa 
kDa ........................................................................................................................................................... kilodalton 
KRB ................................................................................................................  tampón Krebs Ringer bicarbonato 
LDL ........................................................................................................................... lipoproteína de baja densidad 
LSD......................................................................................................................Least Significant Differences 
MAPK ...........................................................................................  proteínas quinasas mitogénicamente activas 
MPGF..............................................................................................................  fragmento mayor del proglucagón 
N ................................................................................................................................................................... normal 
P...........................................................................................................................................................  probabilidad 
p70s6k .................................................................................................proteína quinasa ribosomal de 70 kDa 
PI3K......................................................................................................................... fosfatidilinositol 3-quinasa 
PIP2  ........................................................................................................................... fosfatidilinositol 2-fosfato 
PIP3 ........................................................................................................................... fosfatidilinositol 3-fosfato 
PKB ................................................................................................................................... proteína quinasa B 
PKC ..........................................................................................................................................proteína quinasa C 
PMSF .................................................................................................................... fluoruro de fenilsulfonilmetano 
Rab4 .......................................................................................................................  proteína 4 vinculada con Ras 
SDS ..................................................................................................................................... dodecil sulfato sódico 
SPSS ............................................................................................. Statistical Package for the Social Science 
STZ ..............................................................................................................................................  estreptozotocina 
TBS............................................................................................................................................. tampón tris-salino 
TBS-LD ............................................................................................. tampón tris-salino con leche desnatada 
TBS-T ........................................................................................................... tampón tris-salino con Tween-20 
TEMED .......................................................................................................... N,N,N’,N’-Tetra metil-etlilendiamida 
TLC ............................................................................................................................... cromatografía en capa fina 
TNF-α ..........................................................................................................................factor de necrosis tumoral α 
∆ .............................................................................................................................................................incremento 
 
 
